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Studien iiber die Plasmalipoide des Blutes. 


Von 
Hugo Theorell. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 14. April 1930.) 


Mit 16 Abbildungen im Text. 


Kapitel I. 
Einleitung. 

Das Blutplasma besteht aus einem komplizierten, kolloidalen 
System, in welchem als Komponenten sowohl Kristalloide als auch 
Kolloide enthalten sind. Letztere kénnen in zwei Hauptgruppen ge- 
teilt werden, EiweiBstoffe und Lipoide in weiterem Sinne, von welchen 
die EiweiBstoffe spontane hydrophile Kolloide sind, wihrend die Lipoide, 
die eine von chemischen Gesichtspunkten aus besonders heterogene 
Gruppe bilden, in Ubereinstimmung damit variierende kolloidchemische 
Verhaltnisse aufweisen. Das Cholesterin und seine Ester, Neutralfette 
und Fettsiuren, zeigen also in reinem Zustande kaum eine Spur von 
Hydrophilie, wihrend die Phosphatide eine Zwischenstellung zwischen 
Emulsoiden und Suspensoiden einnehmen, da sie in Wasser auf- 
quellen, ohne bei gew6hnlicher Temperatur in echte Lésung zu gehen. 


In welcher Form die mehr oder weniger suspensoiden Lipoide in 
dem beinahe optisch leeren Plasma enthalten sind, ist noch lange nicht 
aufgeklart ; hier bewegt man sich mit Termini wie ,, Adsorption, ,, Schutz- 
kolloidwirkung*‘, ,,lockere chemische Bindung‘‘ usw. Will man den 
Effekt der experimentell hervorgerufenen Variationen in der Konzen- 
tration der Lipoide im Plasma beurteilen, so muB man, um einigermaBen 
sicher zu sein, daB mit den nativen vergleichbare Verhiltnisse vor- 
liegen, die Forderung aufstellen, daB sich die Lipoide in klarer Lésung 
befinden miissen, da ja dies der fiir die nativen Plasmalipoide kenn- 
zeichnende Zug ist. 
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Bei dem Studium der Literatur iiber diese Frage fand der Verfasser 
diesen Gesichtspunkt eigentlich nirgends beachtet, ebenso wie auch 
kaum die Tatsache beriicksichtigt ist, daB die Suspensionskolloide 
gegen kleine Variationen in der Darstellungsweise der Sole auBerst 
empfindlich sind. Die in bezug auf das suspensoide Cholesterin ein- 
ander widersprechenden Angaben der Literatur iiber den Effekt eines 
experimentellen Lipoidzusatzes zum Plasma schienen hiernach leichter 
begreiflich. 

Verfasser machte es sich daher zur Aufgabe zu versuchen, die 
Konzentration einiger Lipoide des Plasmas unter méglichst nativen 
Verhaltnissen zu variieren. 

Beziiglich der Phosphatide war dies recht einfach zu_ erreichen 
durch Zusatz eines Lecithinhydrosols oder eines Sols von aus Serum 
extrahierten Lipoiden mit nachfolgendem Zentrifugieren, das ein klares 
Plasma gab, in welchem der Lipoidphosphorgehalt gesteigert war, wahrend 
der Cholesteringehalt wider Erwarten gesunken war. Auf diese Weise 
war es also streng genommen unmdglich, nur die Phosphatidkonzen- 
tration zu variieren, weil sich damit auch die Cholesterinkonzentration 
anderte. 

Das Cholesterin bereitete anfangs unerwartete Schwierigkeiten, 
da es trotz der Angaben in der Literatur hieriiber in absolut reinem 
Zustande in kolloidaler wasseriger Lésung von einigermaBen hoher 
Konzentration nicht zu gewinnen war. Nach Zusatz einer sehr geringen 
Menge Seife wurden jedoch gut reproduzierbare und haltbare, ziemlich 
konzentrierte Sole erhalten. Aus einer Mischung von Plasma und einem 
solchen Cholesterinsol schied sich, in der Kilte rascher als bei Zimmer- 
temperatur, ein Teil Cholesterin aus und konnte abzentrifugiert werden. 
Mit einer geniigend kraftigen Zentrifuge konnte iibrigens, schon bevor 
der Uberschu8 an Cholesterin ausgefallt war, ein Teil Cholesterin ab- 
zentrifugiert werden; in beiden Fallen konnte man wieder vollig klare 
Lésungen bekommen. In diesen erwies sich der Cholesteringehalt 
mehr oder weniger gesteigert, wihrend der Phosphatidgehalt in den 
meisten Fallen unverindert blieb. Bei Analysen an verschiedenen 
EiweiBkérpern zeigte es sich, daB diese in ihrer Quantitat von der 
Lipoidbehandlung véllig unbeeinfluBt blieben. 


Die empfindlichste Art und Weise, Veranderungen in dem kolloi- 
dalen Zustand des Plasmas nachzuweisen, besteht zweifelsohne darin, 
deren Effekt an der Senkungsgeschwindigkeit aufgeschlemmter Blut- 
kérperchen zu bestimmen, die wohl wenigstens in der Hauptsache durch 
die GréBe ihrer elektrischen Ladung mit der sie begleitenden, mehr 
oder weniger starken Aggregation bestimmt wird. Wie schon dltere 
Autoren hervorgehoben haben, ist es méglich, durch Variationen in 
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der Senkungsgeschwindigkeit so unbedeutende Verinderungen im 
kolloidalen System des Blutplasmas nachzuweisen, wie sie auf keine 
andere Weise festgestellt werden kénnen. 


Wenn Blutkérperchen in Plasma aufgeschlemmt wurden, in 
welchem Cholesterin experimentell gelést worden war, zeigte es sich, 
daB die Senkungsgeschwindigkeit hier im Vergleich zu dem _ nicht 
behandelten Plasma stark reduziert war. Fiir die Senkungsgeschwindig- 
keit war es jedoch, wie sich herausstellte, gleichgiiltig, ob der Uber- 
schuB an Cholesterin weggeschafft wurde oder nicht; es war also un- 
wirksam, eine Beobachtung, die die negativen Resultate mancher 
Autoren bei ahnlichen Experimenten diirfte erklaren kénnen. 

In bezug auf das Lecithin wurde prinzipiell dieselbe Erfahrung 
gemacht, wenn auch hier die Verhaltnisse komplizierter waren: ein 
direkter Zusatz von Lecithin hatte eine stark senkungshemmende 
Wirkung. Wurde der Uberschu8 an Lecithin dagegen abzentrifugiert, 
so wurde bald ein schwach senkungshemmender, bald ein schwach be- 
schleunigender Effekt erzielt, der dahin gedeutet wurde, daB der Wirkung 
der zuriickgebliebenen Steigerung im Lecithingehalt seitens des in 
diesen Fallen verminderten Cholesteringehalts entgegengearbeitet wurde, 


Die Bestimmung der Oberflichenspannung ergab, da das Chole- 
sterin dieselbe stark herabsetzte, das Lecithin aber weniger stark. Blut- 
kérperchen wurden nach Aufenthalt in mit Cholesterin versetztem 
Plasma erst in vielfach héherer Konzentration von Lanthannitrat 
entladen als nach Aufenthalt in unbehandeltem Plasma; dieser Effekt 
konnte wider Erwarten in bezug auf das Lecithin nicht konstatiert 
werden. Durch quantitative Analysen an mit Lipoiden versetztem 
Plasma, bevor und nachdem Blutkérperchen darin aufgeschlemmt und 
spiter wieder abzentrifugiert worden waren, konnte eine teilweise Ad- 
sorption der neu hinzugekommenen Lipoide an die Blutkérperchen 
konstatiert werden. 


Somit war also der Mechanismus von theoretischen Gesichts- 
punkten aus leicht zu erkliren. Kolloidal geléstes Cholesterin hat wie 
ein neutraler Kérper mit niedrigerer Dielektrizitaétskonstante als Wasser 
im allgemeinen eine negative Ladung. Lecithin hat bei gew6hnlichem py 
des Plasmas als amphoterer Elektrolyt mit seinem isoelektrischen 
Punkte weit auf der sauren Seite eine negative Ladung. Da nun fiir 
beide eine die Oberflachenspannung senkende Wirkung nachgewiesen 
werden konnte, hatte man nach der Theorie von Gibbs-Thomson AnlaB, 
in den Phasengrenzflichen eine positive Adsorption zu erwarten, unter 
anderem in der Grenzschicht zwischen Plasma und Blutkérperchen, 
d. h. gerade die Adsorption an Blutkérperchen, die experimentell nach- 
gewiesen wurde. Die Bestimmungen der Entladung der Blutkérperchen 
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mit Lanthannitrat zeigten schlieBlich eine Zunahme der negativen 
Ladung infolge des zugesetzten Cholesterins. 


Auf Grund der erwahnten Resultate sollte man eine mehr oder 
weniger strenge Proportionalitat zwischen Lipoidgehalt und Suspensions- 


stabilitat erwarten. Eine solche ist jedoch, wie mehrere Untersuchungen 


bewiesen haben, nicht vorhanden. Meine nachste Aufgabe war daher 
zu versuchen, diese eigentiimliche Inkongruenz zu erforschen. Zu diesem 
Zwecke wurden zuerst die Verhaltnisse bei den durch Aussalzung oder 
Elektrodialyse entstandenen Niederschlagen von Eiweif und Lipoiden 


studiert. Dabei wurde bestatigt gefunden, daB mit der Globulinfraktion 


verhaltnismaBig mehr Cholesterin ausgefallt wurde als mit der Albumin- 
fraktion. Die zugesetzten, klar gelésten Lipoide wurden sowohl mit 
Fibrinogen wie mit Globulin ausgeschieden. Aussalzungsversuche bei 
verschiedener Wasserstoffionenkonzentration zeigten, daB wenigstens ein 


Teil des Cholesterins und Lecithins im Plasma in freier, nicht an Ei- 


weiB gebundener Form vorhanden ist, da bei 50” , Sattigung mit Ammo- 
niumsulfat bei py = 4,8 ein eiweibfreies, lipoidhaltiges Filtrat erhalten 


wurde. 


Da es infolge der starken Salzlésungen, welche bei oben be- 
schriebenen Versuchen verwendet werden miissen, und die nicht nur auf 
EiweiB, sondern auch auf Lipoide in kolloidaler Lésung stark fallend 
einwirken, unméglich wird zu entscheiden, ob Lipoide und Eiweil 
gleichzeitig gefallt werden, weil sie chemisch aneinander gebunden 
sind, oder, wenn sie voneinander unabhangig sind, weil sie mit derselben 
Salzkonzentration ausgeschieden werden, schien es aussichtsreicher, zu 
einer anderen Methode itiberzugehen. 


In der Literatur (s. Kapitel IIT) findet man mehrere experimentel! 
mehr oder weniger wohlbegriindete Angaben, daB sowohl Cholesterin 
als auch Phosphatide an die Globuline, besonders an das Euglobulin, 
gebunden seien. Gabe es eine solche Verbindung, ware es ja nicht 
unwahrscheinlich, daB sie bei dem isoelektrischen Punkte der Globuline 
dissoziiert wire, wo ja ihr Minimum an elektrischer Ladung und 
Hydratation zu finden ist. Handovsky hat schon friher nachgewiesen, 
da8 beim normalen py des Serums nur ein Teil des Gesamtcholesterins 
mit Ather ausschiittelbar ist ; dieser Teil sollte dann auBerdem im groBen 
und ganzen umgekehrt proportional dem Euglobulingehalt, oder pro- 
portional dem Albumingehalt was realiter dasselbe ist —- im Serum 
sein. Nun wurden Ausschiittelversuche des Plasmas mit Ather bei 
verschiedenem px angestellt. Dabei wurde obige Annahme bekraftigt 
gefunden: am isoelektrischen Punkt der Globuline war das Cholesterin 
quantitativ mit Ather ausschiittelbar, zu beiden Seiten desselben jedoch 
nur teilweise. Nachdem verschiedene EiweiSfraktionen dargestellt 
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worden waren, gaben die an diesen vorgenommenen Ausschiittelungs- 
proben mit Ather in allem das erwartete Resultat, d.h. Fibrinogen 
hielt Cholesterin kraftig gebunden in einer Bindung, aus welcher Chole- 
sterin in mit Ather ausschiittelbarer Form bei pu etwa 6 dissoziiert 
war, wahrend Euglobulin ahnliche Verhiltnisse mit einem Optimum 
der Cholesterinextraktion zwischen py — 6 und 5,5 aufwies. Fiir Pseudo- 
globulin und Albumin waren die Verhaltnisse ganz andere: hier war 
das Cholesterin bei der Wasserstoffionenkonzentration des nativen 
Plasmas ebenso leicht ausschiittelbar, wie bei py — 5,5 bis 6. Die Ver- 
bindung Cholesterin— Fibrinogen bzw. Euglobulin erwies sich auf der 
alkalischen Seite von py = 6 als reversibel, so daB experimentell zu- 
gesetztes Cholesterin hier in einer mit Ather schwer ausschiittelbaren 
Form gebunden wurde. 

Jetzt wurde eine Serie von Extraktionsversuchen an Menschen- 
plasmen, von verschieden rasch sedimentierenden Blutproben her- 
stammend, ausgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, daB die normalen, 
suspensionsstabilen, fibrinogen- und globulinarmen Blutproben Chole- 
sterin in einer mit Ather leichter extrahierbaren Form enthielten als 
die pathologischen, stark sedimentierenden, fibrinogen- und globulin- 
reichen. 

Spater wurde durch Ausschiittelversuche mit Ather naehgewiesen, 
daB das zugesetzte Cholesterin wenigstens teilweise in freier Form 
vorhanden ist, und daB Lecithin aus dem Plasma ausschlieBlich freies 
Cholesterin adsorbiert. Dies, zusammen mit den Resultaten aus den 
Senkungsversuchen, fiihrt zv der schon an und fiir sich wahrscheinlichen 
Auffassung, daB nur an EiweiB nicht gebundenes, freies Cholesterin 
und Lecithin die Senkungsgeschwindigkeit in negativer Richtung 
beeinfluBt. Damit ist auch eine Méglichkeit gegeben zu verstehen, 
daB der Gesamtlipoidgehalt in rasch oder weniger rasch sedimen- 
tierenden Blutproben derselbe sein kann: je rascher die Sedimentation, 
desto mehr Globulin; aber je mehr Globulin, desto mehr gebundene, un- 
wirksame Lipoide, und desto weniger freie, wirksame, senkungs- 
hemmende Lipoide. 

Man diirfte im groBen und ganzen annehmen kénnen, dab die 
Eiweibstoffe sicher fiir die Senkungsgeschwindigkeit eine sehr wichtige, 
aber nicht die alleinige Rolle spielen. Die Ladung der Blut- 
kérperchen, die wahrscheinlich fiir deren Suspensionsstabilitat die 
entscheidende Rolle spielt, wird hinsichtlich ihrer GréBe durch ein 
Zusammenwirken aller elektrisch geladenen Partikelchen des Plasmas 
bestimmt: positiv geladene wirken direkt entladend, schwach negativ 
geladene wirken relativ entladend, und stark negativ geladene wirken 
ladend auf die Blutkérperchen. Unter diesen letzteren spielen sicher 


die Lipoide eine bedeutende Rolle. 
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Kapitel II. 
Literaturtibersicht. 
Die auBerordentlich ausgiebige Literatur tiber die von dieser Arbeit 
beriihrten Gebiete wird zwecks Raumersparnis nur in beschrinktem 
Mabe beriicksichtigt. 


Physikalische Chemie kolloidaler Lipoidlésungen. 


Koch (44) beschaftigte sich als erster mit kolloidalen Lecithinlésungen, 
in welchen er die negative Ladung der Partikel durch Salzausfallungs- 
versuche bewies. IJscovesco (37) zeigte, daB reines Cholesterin in wisseriger 
Suspension die Oberflichenspannung bedeutend herabsetzte, ein Effekt, 
der nach Berczeller (2) nur in geringem Grade vorhanden ist; Berczeller 
teilt ferner mit, da8 in einem seiner Merck-Cholesterinpraparate ein wasser- 
léslicher, die Oberflachenspannung herabsetzender Stoff zu finden war (vgl. 
8.16). Porges und Neubauer (73) haben die Salzstabilitaét der Lecithin- und 
Cholesterinsuspensionen (die Herstellung derselben vgl. S. 16) ausfiihrlich 
bearbeitet; sie wiesen auch die sensibilisierende Wirkung des Eiweibes 
nach. Aus Neuschlosz (67) Untersuchungen tiber ionenantagonistische Effekte 
auf die Oberflichenspannung von Lecithinsuspensionen scheint hervor- 
zugehen, daB Lecithin in einer Salzmischung von der Zusammensetzung 
des Blutplasmas die Oberflichenspannung bedeutend erniedrigen diirfte. 
Fujii (21) zeigte, daB Lecithin nur unter gewissen dehydratisierenden Ein- 
fliissen aus wiisseriger Lésung mit Ather ausschiittelbar ist; der iso- 
elektrische Punkt des Lecithins wird als py 2,7 angegeben. Rona und 
Deutsch (77) und Stern (83), (84) studierten den koagulierenden Einflui 
der H-lIonen auf Cholesterinsole (Herstellung vgl. S. 16). Lecithin und 
Cholesterin wirkten aufeinander gegenseitig schiitzend (Rona und Deutsch), 
Tauro- und Glykocholsiure, sowie Cholesterinester wirkten auf Cholesterin 
schiitzend, verschiedene EiweiBstoffe hingegen sensibilisierten. Remesow (75) 
teilt neuerdings die Resultate umfangreicher, physikalisch-chemischer Unter- 
suchungen tiber Cholesterin-, Cholesterinester- und Lecithinsole mit. Alle 
diese Sole erwiesen sich bei Salzausfillungs- und Kataphoreseversuchen 
als in den weit itiberwiegenden Fallen negativ geladen. Nicht nur Eiweib, 
sondern auch Glucose sensibilisierte die Cholesterinsole. Lecithin zeigte 
ein Ausflockungsoptimum bei pg 2,0 bis 2,8 (vgl. Fujii, l.c.). Die Di- 
elektrizititskonstante der Cholesterin- und Lecithinsole sank mit steigender 
Konzentration; ein geringer Zusatz von Glucose wirkte auf die Di- 
elektrizitatskonstante der Cholesterinsole herabsetzend. 

In der alteren Literatur findet man nur déuBerst spirliche Angaben 
iiber den kolloidalen Zustand der Blutlipoide und deren Verhalten Eiweil- 
stoffen gegeniiber. Hardy (31), Haslam (32) und Chick (13) weisen aut 
den immer vorhandenen Gehalt an Phosphor in Globulin hin; Chick be- 
hauptet, daB8 der Unterschied zwischen Euglobulin und Pseudoglobulin 
durch den Phosphatidgehalt des ersteren bedingt sei. Mayerund Terroine (62) 
erzeugten bei saurer Reaktion aus einer Mischung der Komponenten den 
Niederschlag eines positiv geladenen Albumin-Lecithinkomplexes; diese 
Vereinigung kommt naher am Neutralpunkt nach Handovsky und Wagner (29) 
nicht zustande. Diese Verfasser brachten auch in Wasser suspendierte 
Serumlipoide mit Serum zusammen, doch ohne zu bestimmen, ob dabei 
etwas von den Lipoiden in Lésung ging. Handovsky, Lohmann und Bosse (30) 
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fanden in der ausgesalzten Globulinfraktion 25°, des Totalcholesterins 
wieder, dagegen keine Phosphatide, was im Vergleich zu den iibrigen 
zitierten Autoren und auch dem Verfasser (90) eigentiimlich erscheint. Die 
Atherausschiittelungsversuche von Handovsky und seinen Mitarbeitern mit 
Serum sind fiir die vorliegende Arbeit von dem gréBten Interesse. Sie 
fanden zwischen dem mit Ather ausschiittelbaren Anteil des Cholesterins 
und dem Euglobulingehalt des Serums eine, wenn auch lange nicht strenge, 
umgekehrte Proportionalitaét, aus welchem Verhalten sie auf das Vor- 
handensein zweier verschiedener Cholesterinformen im Serum schlieBen: 
einer ,,freien’’, biologisch aktiven und einer’ ,,gebundenen“, biologisch 
unwirksamen. Unter Einhaltung méglichst konstanter Bedingungen be- 
stimmten sie den EinfluB8 verschiedener Faktoren, wie Salzzusatz, Ein- 
trocknen, Altern des Serums, auf die in einer gewissen Zeit ausschiittelbare 
Cholesterinmenge. Der EinfluB verschiedener H’-Konzentrationen und 
verschiedener Ausschiittelzeiten wurde jedoch nicht studiert. Die hier 
getundenen Tatsathen stiitzen unzweifelhaft die Theorie von zwei Serum- 
cholesterinformen. Marie (60) konnte aus gewissen Seren den gréBten 
Anteil des Cholesterins durch Chamberlandfilter wegschaffen. — Franken- 
thal (19) und T'roensegaard und Koudahl (92) kamen bei Lipoidanalysen 
der aus Serum ausgesalzten Eiwei®fraktionen zu verschiedenen Ergebnissen : 
Frankenthal fand bisweilen simtliche Serumlipoide in der Globulinfraktion, 
wahrend T'roensegaard und Koudahl in derselben Fraktion etwas Cholesterin 
erst nach Acetylieren nachweisen konnten. Infolge der Verschiedenheit 
der angewandten Sera sind jedoch wahrscheinlich die Resultate miteinander 
nicht ganz vergleichbar. Neuschlosz (68) (69) nimmt auf Grund einiger Modell- 
versuche an (Atherausschiitteln sowie Tierkohleadsorption von Albumin-, 
Cholesterin- und Lecithingemischen), daB physikalische Verbindungen von 
Cholesterin mit den beiden iibrigen vorkommen kénnten. Da Neuschlosz 
indessen nur 5 Minuten mit Ather schiittelte, stehen seine Resultate zu 
den meinigen (Versuch 24) in keinem Gegensatz. Aus einer Reihe von 
Cholesterinanalysen an ausgesalzten EiweiBfraktionen zieht er den 
SchluB, daB Cholesterin in Globulin kolloidal gelést sei. Neuerdings ist es 
Macheboeuf (58) gelungen, durch mehrfaches Auflésen und Umfillen der 
Serumalbuminfraktion bei verschiedenen py einen stark lipoidhaltigen, in 
Wasser klar léslichen Albumin-Lecithin-Cholesterinesterkomplex herzu- 
stellen, den Macheboeuf als eine chemische Verbindung zwischen den 
Komponenten auffaBt. Uber die Verhaltnisse zwischen Seifen und Serum 
berichten z. B. Matswmura (61) und Jarisch (39). Die Bedeutung der Lipoide 
fiir die Haimolyse darf nunmehr als ziemlich klar angesehen werden [siehe 
u. a. Hattori (33), Brinkman und Wastl (9) und die kurze Ubersicht 
bei Leathes und Raper (49, 8S. 214 ff.)]. Von Versuchen, Lipoide in Serum 
klar zu lésen, ist mir ein einziger bekannt: es gelang Lapponi (47), das 
Auflésen aus Mehl extrahierter Lipoide im Serum sowohl mikro- als 
makroskopisch festzustellen. 


Einige Beriihrungspunkte der Senkungsfrage mit dieser Arbeit. 


Katz und Leffkowitz (42) schreiben in ihrer Monographie auf 8S. 295: 
Nicht nur in den rein klinischen Arbeiten, sondern auch in den theore- 
tischen finden wir so viel dilettantische Angaben, wie kaum auf einem 
anderen Gebiet der Medizin.‘ Sie weisen da mit Recht auf das auffallende 
MiBverhaltnis zwischen Qualitét und Quantitaét der in Rede stehenden 
Literatur hin. 
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In den Tagen der Humoralpathologie standen die hierhergehérigen 
Phanomene im Brennpunkt des Interesses, was ein Studium der glanzenden 
Arbeit von Nasse (66) schlagend beweist; sie enthalt in der Tat den gréBten 
Teil von dem, was wir in der betreffenden Frage noch heute wissen. Nach 
einer Periode verminderten Interesses begannen einzelne Autoren im An- 
fang des 20. Jahrhunderts sich wieder mit der Blutkérperchensenkung zu 
beschaftigen: Hdéber (35) und Mangin und Henri (59), welche die negative 
Ladung der Blutkérperchen gleichzeitig entdeckten, spaiter Weil und 
Claude (96), Sellards (82), Wiltshire (99), Berezeller und Stanker (3). Nach 
der groBen Arbeit von Fahraeus (23), die das Interesse fiir das Blutkérperchen- 
senkungsphainomen kraftig belebte, folgte eine rasch anschwellende Literatur, 
deren allseitige Beleuchtung auBerhalb des Rahmens dieser Arbeit fallt. 
Es mége geniigen, noch auf die Arbeiten von Wiechmann (98), Linzenmeier 
und Hirsch (56) und Westergren (97) zu verweisen. Entgegen anderen 
Erklarungsgriinden, z. B. der ,,Stalagmon‘‘-theorie von Schemensky (80), 
Bechhold und Reiner (1), v. Oettingen (71), fiir die Anderungen der Senkungs- 
geschwindigkeit scheinen nunmehr allgemein Variationen der Ladung der 
Blutkérperchen dafiir verantwortlich gemacht zu werden. Eine Abnahme 
dieser Ladung bei gesteigerter Senkungsgeschwindigkeit wurde zuerst von 
Fahraeus (|. c.), dann von Linzenmeier (54) (55), Kanai (41) u. a. gefunden. 
Nach Héber und Mond ist die Ladung der Blutkérperchen von der 
Zusammensetzung ihrer adsorbierten EiweiBschicht abhangig [vgl. auch 
Herzfeld und Klinger (34), Rossier (78)}. Im schnell sedimentierenden 
Plasma liegt nun teils eine Vermehrung der Globuline (Fahraeus, 1. c.), 
teils eine des Fibrinogens vor [Frisch und Starlinger (20) u.a., vgl. auch 
Nasse, |. c.]. Nun ist es wenigstens von Globulin bekannt, daB seine iso- 
elektrische Reaktion niher am Neutralpunkt als die des Albumins liegt, 
und es miiBte somit im Blute schwacher als Albumin geladen sein. Hdber (36) 
nimmt zwar an, daB Fibrinogen noch schwacher als Globulin geladen ware, 
aber dies ist wenigstens aus den verschiedenen Angaben iiber die iso- 
elektrische Reaktion des Fibrinogens schwer ersichtlich: Resch (76) fand 
zwischen py = 5 und 8 keine kataphoretische Wanderung. Funck (22): 
zwischen Pa 4 und 9 Ausflockung, Stuwber und Funck (86): Maximum der 
Ausflockung bei py 5,0, Kugelmass (45): den isoelektrischen Punkt bei 
Pu = 8,0(!), W6hlisch (102): 4,85, W6hlisch und Schloss (103): 4,46, 
Quagliarello (74): 4,9, de Waele (94): 6,9, Nordbé (70): 5,5. Trotz oder 
vielleicht eben aus dem fast beispiellosen Widerspruch dieser Angaben 
scheint hervorzugehen, daB das Fibrinogen im Plasma wenigstens sehr 
schwach geladen ist (vgl. auch Versuch 28), was also die Hébersche Ladungs- 
theorie gewissermaBen bekraftigt. 

Uber die isoelektrischen Reaktionen des Albumins (4,7 bis 4,8) und 
des Globulins (5,4 bis 5,5) herrscht ziemliche Einigkeit. 


Die Einwirkung experimenteller Lipoidzusdtze auf die Senkungsgeschwindigkeit. 


Auf diesem Gebiete herrscht ein heilloses Durcheinander. Man ist 
daher einigermaBen verwundert, bei Katz und Leffkowitz (l.c.) als Ab- 
schluB ihrer Anfiihrung einer ganze Reihe einander auffallig wider- 
sprechender Resultate zu lesen: ,,Die Theorien von Héber sowie von Brink- 
man und Wastl und Linzenmeier scheinen fiir das Phainomen eine hin- 
reichende Erklarung zu liefern*’. Indessen scheint mir die [nach Lewis (50)] 
zitierte Formel mit aller wiinschenswerten Klarheit darzutun, da®B nicht nur 
Lecithin, sondern auch Cholesterin die Suspensionsstabilitat erhGhen muB ; 


de 
un 
Fa 
me 
au 


bei 
sch 
Au 
nir 
ein 
“ay 
die 
Chi 
wil 
un 
nic 
bes 
fer 
ind 
der 
Sel 
Lei 
Che 
Ve 
ke 
ver 
sen 
dur 
vol 
nicl 
ver 
der 
wir 
wie 
Wis 
und 
und 


Fall 
bei 

(lie 
Um 
20g 
Es v 


Plas 











Plasmalipoide des Blutes. 9 


denn beide sind negativ geladen und erniedrigen die Oberflachenspannung 
und die Dielektrizitatskonstante. Wenig beweiskraftig fiir die entladende 
Fahigkeit der ,,Cholesterin-Phosphatidfraktion“ scheint mir weiter Brink- 
man und Wastls Versuch (S. 35): hier diirfte in der Tat eine Salz- 
ausfallung der Lipoide in den engen Versuchsréhrchen eine primiére 
,Agglutination’* vorgetauscht haben. 

Etwas friiher veréffentlichte Kiirten (46) einige Versuche, in welchen 
bei Zusatzen in vitro durch Lecithin Hemmung, durch Cholesterin Be- 
schleunigung der Senkung stattfand. Letzteres ist von keinem spateren 
Autor, mit Ausnahme von Grossmann (26), bestatigt worden. Kiirten 
nimmt einé (nicht bewiesene) entladende Wirkung des Cholesterins an; 
eine solche scheint indessen unwahrscheinlich nach Brinkman und 
van Dam (8), die die elektrisch isolierende Wirkung des Cholesterins auf 
die Blutkérperchen entdeckten. Die Ergebnisse von Grossmanns (I. c.) 
Cholesterinfiitterungsversuchen, da Cholesterin senkungsheschleunigend 
wirke, sind wenig beweiskraftig wegen des geringen Materials (neun Falle) 
und der unzuverlassigen Bestimmungen (Rohrers EiweiBmethodik). Ein 
nicht naher beschriebener in-vitro-Zusatz von Cholesterin wirkte senkungs- 
beschleunigend. Beschleunigte Senkung nach Cholesterinfiitterung wurde 
ferner von Lasch (48) nachgewiesen; nach Saponininjektionen erhielt er 
indessen eine Vermehrung des Blutcholesterins und eine Verminderung 
der Senkungsgeschwindigkeit. Bei Infektionskrankheiten sah er erhéhte 
Senkungsgeschwindigkeit und meistens erniedrigten Cholesteringehalt. 
Ley (51) und Gyérgy (28) fanden beide sowohl durch Lecithin- als auch 
Cholesterinzusatz eine etwas verminderte Senkungsgeschwindigkeit. Die 
Versuche diirften kaum einer Kritik standhalten: so z. B. tragt Gyérqy 
kein Bedenken, den zur Herstellung der kolloidalen Cholesterinlésung 
verwandten Alkohol oder Aceton nicht wegzuschaffen; tat er es, blieb der 
senkungshemmende Einflu8 aus (vermutlich weil das Cholesterin dann 
durch Salzwirkung ausfiel). V6llig negative Resultate bei in-vitro-Zusatzen 
von Lipoiden erhielt Ciemente (14). Gabbes (24) Versuche kénnen auch 
nicht als einwandfrei gelten: er schiittelte Serum mit Ather, worauf eine 
verminderte Senkungsgeschwindigkeit resultierte, die doch durch Zusatz 
der extrahierten Lipoide wieder beschleunigt werden konnte. Indessen 
wirkt die Atherbehandlung denaturierend; ferner wird nicht angegeben, 
wie der Zusatz des wasserunléslichen Cholesterins geschah. Léhrs und 
Windaus [zitiert nach Linzenmeier und Hirsch (1. c.) und Salomon, de Potter 
und Valtis (79)] finden keinen Zusammenhang zwischen Cholesteringehalt 
und Senkungsgeschwindigkeit (vgl. Versuch 26). 


Kapitel III. 
Methodik. 
Quantitative Lipoidanalysen. 


A. Die Extraktion der Lipoide wurde zu Beginn in einer Reihe von 
Fallen mit der Methode von Bloor (5) ausgefiihrt, besonders in solchen Fallen, 
bei denen es sich nur um Cholesterin handelte. Dies soll nach Bloor 
(l. c.), H. J. Miller (64) u.a. auf diese Weise quantitativ extrahiert werden. 
Um aber betreffs einer quantitativen Extraktion absolut sicher zu sein, 
zog ich im allgemeinen die sicherere Extraktion in Soxhletapparaten vor. 
Es wurde also folgendermaBen vorgegangen: Die Fliissigkeit, im allgemeinen 
Plasma oder Serum, das extrahiert werden sollte, wurde direkt in einen 
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groBen UberschuB absoluten Alkohols hineinpipettiert, wobei sich das Eiweil 
in feinverteiltem Zustand ausschied. Dann wurde durch eine Extraktions- 
hiilse direkt in den Soxhletapparat hineinfiltriert, der danach mittels 
elektrischer Erwarmung auf einem Sandbad in Funktion gesetzt wurde. Eine 
Anzahl Proben ergab, da®B eine Extraktionszeit von 2 Stunden sicher 
ungeniigend war, weil mehrere Prozent Lipoide dann noch unextrahiert 
zuriickgeblieben sein konnten, wahrend eine Zeit von 4 Stunden in jedem 
Falle eine vollstandige Extraktion sowohl des Cholesterins als auch der 
Phosphatide herbeifiihrte. 

Der Alkoholextrakt wurde nach beendigter Extraktion quantitativ in 
einen Fraktionskolben iibergefiihrt und im Vakuum eingedunstet. Dabei 
ist darauf zu achten, daB der Extrakt nach Verdunsten bis zur Trockne 
nicht allzu lange auf dem kochenden Wasserbade bleibt, denn die Tempe- 
ratur steigt nahezu bis 100°C, und dies hat oft eine leichte braunliche 
Verfarbung zur Folge, die bei den Cholesterinanalysen stért. 

Der absolut trockene Riickstand wird durch Aufnahme in Chloroform 
von anhaftenden Salzen und ahnlichem gereinigt. Dann wird das Chloro- 
form zum Sieden erwarmt und sofort durch ein Faltenfilter in einen 
50-cem-MeBkolben filtriert (soweit hierfiir keine andere GréBe angegeben 
ist). Vakuumkolben und Filter werden nach drei- bis viermaligem Ge- 
brauch mit Chloroform ausgespiilt. Der so hergestellte Chloroformextrakt 
eignet sich ausgezeichnet zum Abpipettieren aliquoter Teile und ist lange 
haltbar. In gut verschlossenen Kolben laBt sich ein solcher Extrakt mehrere 
Monate unverandert aufbewahren. 

B. Die Cholesterinanalysen wurden zuerst spektrophotometrisch nach 
H. Theorell (90) mit den von Lifschiitz (52) angegebenen Proportionen 
zwischen Chloroform, Essigsiureanhydrid und Essigséure-Schwefelsaure- 
mischung ausgefiihrt, um eine Liebermann-Burchard-Reaktion zu erzielen. 

Spater ging Verfasser dazu iiber, dieselben Reaktionsmischungen im 
». Stufenphotometer*‘ von Pulfrich abzulesen. Dieses Instrument gab eine her- 
vorragende Ubereinstimmung der Doppelwerte, selbst in weit verschiedenen 
Konzentrationen. Mit nur einer 10-mm-Kiivette konnten Konzentrationen 
von 1 bis 0,05 mg Cholesterin in 3,25 ccm Reaktionsmischung genau und 
ohne Schwierigkeit bestimmt werden. Die Benutzung anderer Kiivetten 
von verschiedener Dicke erweiterte selbstverstindlich das Verwendungs- 
gebiet. 

In einem Falle (Versuch 19) wurde die Digitoninbestimmungsmethode 
von Windaus [(100), (101)] angewendet. Wenn es sich um einen Cholesterin- 
ester enthaltenden Extrakt handelt, wird die Bestimmung jedoch infolge 
der Notwendigkeit, diesen vor dem Ausfallen mit Digitonin zu verseifen, 
recht miihsam, zumal wenn die Anzahl der Analysen gro® ist. 

Gegen eine kolorimetrische Bestimmung mit Hilfe der Liebermann- 
Burchard-Reaktion wurde aber der Einwand erhoben [H. J. Miiller (64), 
E. Miiller (65), Gardner und Williams (25), Fex (17) u.a.j, daB sie infolge 
einer braunlichen Verfarbung die Werte unsicher macht. Sie vernichtet die 
Farbenahnlichkeit zwischen der Versuchslésung und der Cholesterin- 
Standardlésung, weshalb ein gew6hnliches kolorimetrisches Ablesen streng 
genommen unmdglich wird. Im Spektrophotometer oder ,,Stufenphoto- 
meter“: erzielt man dagegen eine Farbenahnlichkeit, die ein Ablesen er- 
méglicht. Der gefundene Wert wird indessen eine Summe der Licht- 
absorption der griinen Cholesterinfarbe und der Verfarbung bei der benutzten 
Wellenlinge. Es war daher notwendig, die Absorption des Cholesterins 
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und der Vertarbung innerhalb gewisser Teile des Spektrums, jede fiir sich, 
zu untersuchen. Diese Untersuchung wurde vom Verfasser zusammen mit 
G. Widstrém ausgefiihrt. Die Resultate derselben diirften von allgemeinem 
Interesse sein, zumal die kolorimetrische Bestimmung des Cholesterins viel- 
fach in Verruf gekommen ist [s. Birger (11), Weidmann und Sundermann (95)], 
und sollen in allernachster Zeit veréffentlicht werden. Da es in einem 
Falle (Versuch 15) sich als notwendig erwies, der Verfarbung wegen zu 
korrigieren, sei hier in Kiirze das Prinzip fiir diese Korrektion mitgeteilt. 

In drei Extrakten, welche durch sehr unvorsichtiges Verdunsten stark 
verfarbt waren, ungefahr wie mittelstarker Tee, wurden zuerst die 
Extinktionskoeffizienten in allen Spektralfiltern des ,,Stufenphotometers“ 
tiir die unbehandelten, verfarbten Chloroformlésungen bestimmt. Dann 
wurde eine Teil zur Trockne eingedunstet und mehrmals mit absolutem 
Ather extrahiert; hierbei ging das ganze Cholesterin, aber nur wenig von 
der Verfarbung in Lésung. Danach wurden alle Extinktionskoeffizienten 
fiir den Atherextrakt und die Verfarbung, je fiir sich, bestimmt; alle in 
der gewoéhnlichen Lifschiitzschen Mischung fiir Cholesterinanalyse nach 
13 Minuten bei 35°C. SchlieBlich wurden die Extinktionskoeffizienten 
tiir eine Liebermann-Burchard-Reaktion an reinem Cholesterin mit gréBter 
Sorgtalt bestimmt, und zwar in neun Proben mit Konzentrationen von 
0,05 bis 1 mg Cholesterin in 3,25 cem in einer 10-mm-Schicht. In den Spektral- 
filtern, S 50 und S 47, war eine gewisse Verschiedenheit in den Farbenténen 
zwischen beiden Halften des Gesichtsfeldes vorhanden, weshalb die Ab- 
lesung hier unsicherer wurde. Der besonders wichtige Extinktionskoeffizient 
fiir reines Cholesterin in S 61, wo iibrigens die Farbengleichheit zwischen 
den beiden Halften des Gesichtsfeldes, selbst in hohen Cholesterin- 
konzentrationen, vollkommen ist, wurde wiederholt mit verschiedenen 
Cholesterin-Standardlésungen in zusammen 25 Proben zu_ 1,592 0.0051 
bestimmt; demnach ungefihr derselbe Wert, den Verfasser 1926 spektro- 
photometrisch gefunden hat. Der durchschnittliche Fehler einer einzelnen 
Bestimmung in diesen 25 Proben war + 1,60°,. 

Nachstehend folgen die Durchschnittswerte der Extinktionskoeffizienten 
fiir 1 mg Cholesterin in den acht Spektralfiltern des ,,Stufenphotometers*“: 





S 75 $ 72 S61 S57 553 S50 S47 843 


0,238 0.440 1,592 0,702 0,374 0,593 1,130 1,824 


Diese Werte liegen den Kurven fiir ,,reines Cholesterin’t in Abb. 1 
zugrunde, doch so, daB sie fiir jeden Extrakt mit einem Faktor multipliziert 
wurden, damit der Wert in S 61 mit dem gefundenen Wert fiir .,entfarbten 
Extrakt" iibereinstimmt ; dies, um die Abbildung iibersichtlicher zu gestalten ! 

Die drei Extrakte weisen auBerordentlich gleichartige Verhaltnisse 
auf. Der Extinktionskoeffizient fiir die Verfarbung — der Extinktions- 
koeffizient fiir den entfarbten Extrakt sind durchweg gleich mit dem 
Extinktionskoeffizienten fiir den verfarbten Extrakt. Dies zeigt, daB sich 
die Verfarbung wahrend der Atherbehandlung nicht geandert hat. 


Die Verfarbung laBt fiir alle drei Extrakte eine gleichmaBige Steigerung 
der Absorption nach der violetten Seite hin mit einem rascheren Anstieg 
bei S 43 erkennen (S 43 hat maximale Lichtpermeabilitat bei einer Wellen- 
linge von 430 uu, 8S 61 bei 610 zu usw.). Trotzdem man bei dem reinen 
Cholesterin die gréBte Absorption gerade in S 43 erhalt, ist dieses Filter 
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fiir Cholesterinbestimmungen im Extrakt besonders ungeeignet, da sich 
hier gerade auch eine leichte Verfarbung sehr stark geltend macht und 
das Resultat verschiebt. Giinstiger stellen sich die Verhaltnisse nach der 


Lxtrakt Nr 7 
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roten Seite hin: in S 75 und S 72 gibt die Verfarbung kaum eine meBbare 
Absorption; trotzdem sind diese Filter ungeeignet, da auch das Cholesterin 
hier eine relativ unbedeutende Absorption hat. Am besten ist S 61, wo 
das Cholesterin eine sehr kriftige Absorption erleidet, wihrend die der 
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Verfarbung noch ganz gering ist. So macht der Extinktionskoeffizient (EF) 
in 8S 61 fiir die Verfarbung in dem sehr stark verfarbten Extrakt Nr. | 
nur 17°, des verfarbten Extraktes ES 61 aus. Dies laBt sich aber im 
Apparat folgendermaBen direkt korrigieren, ohne daB eine Enttairbung mit 
Ather vorgenommen zu werden braucht: 


id 


Die Kurve fiir reines Cholesterin ist, wie oben erwahnt wurde, so an- 
gelegt, daB ihr ES 61 ES 61 des entfarbten Extraktes entspricht. Die 
Kurve fiir letzteres liegt nach der violetten Seite hin etwas tiber der Kurve 
des ersteren, was darauf hindeutet, da®B die Entfarbung nicht voéllig ge- 
lungen ist. Die Bezeichnungen wurden wie folgt abgekiirzt: 


Verfarbter Extrakt a 
Entfarbter - b 
Vertarbung re 
Reines Cholesterin d 


z. B.: Der Extinktionskoeffizient der Kurve d im Spektralfilter S 53 
ES 53d; der Extinktionskoeffizient der Kurve ¢ im Spektraltilter 
S 61 ES 61 ¢ usw. 
Aus den Kurven findet man, daB: 


ES 53d 


; 0,24 
ES 61d 
und 
ES 538e ¥ 
2,5. 
ES 6le 
Setze x ES 61 fiir das reine Cholesterin in Extrakt Nr. 1. 
a. ¥ ES 61 fiir die ganze Vertirbung in Extrakt Nr. 1. 
Da ES 6la 0,505 
und ES 53a = 0,370, 


so erhalt man folgende Gleichung: 
ar+y 0,505, 
0,242+ 2,5 y 0,370, 
was ausgerechnet ergibt: 
x 0.395, 
y = 0,110. 


Gefunden ES 61 fiir die Kurven b und ec, bzw. 0,425 und 0,080, d. h. die 
Entfarbung ist sonach nicht véllig gelungen; dies war auch der Fall. 


Durch dieses Verfahren, die Reinheit der griinen Reaktionsfarbe durch 
einen Vergleich mit ES 53 und ES 61 zu kontrollieren, scheint es mir 
md6glich, in einer einfachen Weise die mehr oder weniger miihevollen Proze- 
duren, wie sie in der Literatur vorgeschlagen sind: Verseifung, Entfairben 
mit absolutem Ather, mit Ather Natriumsulfat usw., zu vermeiden. 


Kontrollen an einer Anzahl farbloser Plasmaextrakte ergaben, dai 
6 fiir diese keine Korrektion ausgefiihrt zu werden brauchte. Selbst bei 
sichtlich verfarbten Extrakten, wenngleich lange nicht so stark verfarbt wie 
die oben mitgeteilten, war die Korrektion konstant unter 5°,. Nur in 
einem Falle (s. Versuch 15) war eine Korrektion notwendig. 
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Die vom Verfasser (90) vorgeschlagene Bestimmung von, eventuell 
Korrektion fiir, Oxycholesterin ist hier nicht ausgefiihrt worden, aber 
ihre Bedeutung wurde dadurch reduziert, daB eine Erhitzungszeit von 
13 Minuten anstatt 15 im Wasserbad von 35° angewandt wurde. 


C. Phosphorbestimmungen. 

1. In einer Reihe von Fallen wurden P-Analysen nach Pregl vor- 
genommen. 

2. In einem Falle (Versuch 1) titrimetrische Bestimmung nach 
Macheboeuf (57) mit der Modifikation nach 7’. Teorell [s. Jorpes (40)]. 

3. In einem Falle (Versuch 18) nach einer noch unverdéffentlichten 
Methode von T. Teorell: nach Verbrennung mit Schwefelsiure wurde das 
Phosphat als Ammoniumphosphormolybdat nach Pregl ausgefallt, filtriert, 
gewaschen, in Lauge gelést, worauf das Ammoniak im Niederschlag nach 
T. Teorell bestimmt wurde. 


4. In Versuch 17/18 nach Kleinmann (43) nephelometrisch durch 
Ausfaillen mit Strychninmolybdat. Die Verbrennung konnte nicht direkt 
nach Kleinmann ohne Zusatz im Platintiegel gemacht werden, denn da 
positive Ionen nach der Verbrennung der Lipoide fehlen, wird die Phosphor- 
saure frei und verbindet sich mit dem Platin, so da®Bs zu niedrige Werte 
erhalten werden. Deshalb wurde erst nach Zusatz von 1 cem Lésung mit 
6°, Soda + 1°, Salpeter verbrannt. Sodann wurde genau nach Kleinmann 
weitergearbeitet, mit der Modifikation von Pincussen-Juliusburger (72), 
nach welcher die Ausflockung nach einer gewissen Zeit, hier 45 Minuten, 
durch Zusatz von Gummiarabikum gehemmt wurde. Die Ablesung ge- 
schah im Stufenphotometer mit dazugehérigem ,,Triibungsmesser“ durch 
das rote Filter LI. Diese Methode war in der Hand des Verfassers nie- 
mals ganz zuverlissig und wurde daher verlassen zugunsten 


5. der kolorimetrischen Bestimmung von Fiske-Subbarow (18). Die 
Ablesung der blauen Farbe wurde im Stufenphotometer mit Spektral- 
\ filter S 72 ausgefiihrt. Die Absorption ist zwar stirker in S 75, hier 


ist indes infolge der Lichtschwiaiche das Ablesen erschwert. 

..Lecithin™ ist durchgehends berechnet durch Multiplikation des Phosphor- 
gehalts mit 25. Das synthetische Lecithin enthalt zwar nur 3,93°, Phosphor, 
aber das native Lecithin enthalt auch immer ungesittigte Fettsiéiuren 
und besitzt infolgedessen einen etwas héheren Prozentgehalt an Phosphor. 
Ferner ist im Blute Cephalin mit einem Phosphorgehalt von 4,18°, vor- 
handen. Da die Proportionen zwischen diesen Phosphatiden untereinander 
unbekannt sind, wurde der Einfachheit halber mit 4°, gerechnet. 


Stickstoffanalysen wurden entweder nach Kjeldahl oder in den meisten 
Fallen nach 7. Teorell (89) mit Natriumhypobromit ausgefiihrt Zur Ver- 
brennung des Serums oder Plasmas war bedeutend langere Zeit notwendig, 
als in der Beschreibung der Methode angegeben wird. Es zeigte sich, da8 
24 bis 48 Stunden zur Uberfiihrung des gebundenen Stickstoffs in Ammoniak 
notig waren. Gravimetrische EiweiBanalysen wurden mitunter benutzt 
(z. B. in Versuch 6). 

Die Bestimmung der EiweiBfraktionen im Plasma bzw. im Serum 
wurde entweder durch Aussalzen mit Ammoniumsulfat oder nach einer 
noch unveréffentlichten Mikromethode von H. Theorell und Widstrém vor- 
genommen. Diese wird folgendermaBen ausgefiihrt: der Gesamtstickstoff 
wird nach 7. Teorell bestimmt; 0,1 cem Plasma in jeder Probe. 1 ccm Oxalat- 
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plasma wird mit 3 cem physiologischer Kochsalzlésung  versetzt, die 
Calciumchlorid in einer Normalitat von n/50 enthalt. Koagulation tritt 
nach einer Weile ein. Nach ein paar Stunden werden die Koagulate 
mit einem Glasrohr, das an seinem einen Ende geschlossen und zu 
einer in das Probierrohrlumen passenden Kugel aufgeblasen ist, ausgepreBt. 
Die Koagulate werden dann dreimal mit physiologischer Kochsalzlésung 
gewaschen und in eine Verbrennungsréhre iibergefiihrt; danach Stickstoff- 
analyse nach 7. Teorell. Die aus den Koagulaten ausgepreBte Fliissigkeit, 
welche Globuline und Albumine enthalt, wird mit reinem, kristallisiertem 
Magnesiumsulfat in Uberschu8 versetzt und mit dem Salz gesittigt, indem 
man sie wenigstens zwei Stunden in einem Saturator unter sanft wiegenden 
Bewegungen verweilen lat. Hierbei scheiden die Globuline in einer hoch- 
dispersen Form aus, so daB die Fliissigkeit homogen und milchig aussieht. 
Darauf werden Stickstoffanalysen teils an der milchigen Fliissigkeit, 
teils nach Zentrifugieren in der Winkelzentrifuge an der klaren Mutterlauge 
ausgefiihrt. Dieses Zentrifugieren nimmt im allgemeinen mehrere Stunden in 
Anspruch. Die Globuline steigen an die Oberflache und liegen dort wie eine 
Membran, die auf die Seite geschoben werden kann, wonach man die klare 
Fliissigkeit mit einer Pasteurpipette aufsajgt. Aut diese Weise erhalt man 
den Quotienten zwischen Globulin und Albumin. Die Summe aus beiden 
ergibt Gesamtstickstoff minus Fibrinstickstoff. Der Reststickstoff kann, 
falls es notwendig ist, bestimmt und dann von dem Gesamt- und 
Albuminstickstoff in Abzug gebracht werden. 


Diese Methode ist in ein paar hundert Fallen verwendet worden und hat 
sich als auBerordentlich zuverlassig erwiesen. 


pu-Bestimmungen wurden im Stufenphotometer mit Nitrophenol- 
indikatoren nach einer Methode, die spater von A. Janke und St. Kropacsy (38) 
publiziert wurde, ausgeftiihrt. 


Die Oberflachenspannung wurde nach R. Brinkman und van Dam (7) und 
T. Tominaga (91) mittels der Ringmethode’ gemessen. Wine kleine Menge 
Fliissigkeit wurde auf ein Uhrglas gegossen, das dann 30 Minuten in Ruhe 
stehen blieb, bevor die definitive Bestimmung vorgenommen wurde. 
Wahrend dieser 30 Minuten sank die Oberflachenspannung worauf 
Tominaga hinweist anfangs rascher, dann immer langsamer. Nach 
30 Minuten war der definitive Wert wenigstens nahezu erreicht. 


Der Viskositdtskoeffizient wurde mit dem Viskosimeter im Wasserbad 
von 18°C in iiblicher Weise gemessen. 


Die Senkungsreaktion wurde mit der Apparatur nach Westergren (97) 
geprift. Fiir gew6hnliches Pferdeblut sind diese Senkungsréhren jedoch fiir 
die groBen Aggregate zu schmal. In diesen Versuchen aber war in den 
meisten Fallen 1!,mal verdiinntes Plasma verwendet worden, das die 
Aggregation so vermindert, da8 der Diameter der Réhren gut ausreicht. 
Kontrollversuche mit gr6Beren Réhren gaben dieselben Werte. 


Kataphoreseversuche an Blutkérperchen wurden nach Michaelis [(63), 
S. 118] angestellt. 


Cholesterinsuspensionen. 


Nach der Literatur zu urteilen, schien es leicht, sowohl haltbare 
als auch reproduzierbare Suspensionen von Cholesterin in Wasser 
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herzustellen. Die meisten Verfasser, Aiirten (46), Grossman (26) u. a. be- 
gniigen sich damit, festzustellen, daB Cholesterinsuspensionen von diesem 
oder jenem Gehalt, z. B. 1°,, fiir gewisse Versuche verwendet wurden, 
ohne jedoch die Darstellungsweise niher anzugeben. Porges und Neu- 
bauer (73) erhielten hochkonzentrierte, stabile Cholesterinhydrosole, indem 
sie eine Acetonlésung des Cholesterins in Wasser gossen und danach das 
Aceton auf dem Wasserbad verdunsteten. Rona und Deutsch (77) be- 
nutzten dieselbe Methode, erhielten aber nur sehr niedrig konzentrierte 
Sole. R. Stern (85) behauptet, daB die Darstellung ohne weiteres 
gelingt, wenn eine kochende Alkohollésung des Cholesterins langsam in 
kochendes Wasser gegossen wird; dies unter der Voraussetzung, daB ein 
ganz reines Priparat verwendet wird. In einer kiirzlich erschienenen Arbeit 
gibt Remesow (75) an, daB es ihm gelungen sei, ein festes Praparat von 
kolloidalem Cholesterin darzustellen, das sich in Wasser zu einem milchigen 
Sol auflése. Die Darstellung, welche in der Hauptsache derjenigen von Porges 
und Neubauer ahnelt, ist sehr summarisch beschrieben, und da Remesow nicht 
angibt, ob er sein Cholesterin (Merck) durch Umkristallisation gereinigt hat, 
lassen sich seine Angaben nur schwer beurteilen. Cashin und Moravek (12) 
benutzten eine von der vorhergehenden ginzlich abweichende Methode 
(Dispersionsmethode), bei welcher sie Lecithin und Gelatine sehr freigiebig 
als Schutzkolloide verwendeten. Meine eigenen Versuche mit der Methode 
von Stern waren anfinglich vielversprechend, zumal sogar mit einem 
Cholesterinpraparat von ziemlich zweifelhafter Reinheit 1°,ige hoch- 
disperse, gut haltbare Suspensionen ohne Schwierigkeit erhalten wurden. 
Bei Versuchen, womdéglich noch bessere. Nesultate mit reinerem, mehrmals 
aus Alkohol umkristallisiertem Cholesterin zu erzielen, traten unerwartete 
Schwierigkeiten zutage. Je mehr das Praparat (Mercks reinstes Cholesterin) 
umkristallisiert wurde, desto schlechter wurden die Resultate, so dal 
schlieBlich nur sehr schwache Lésungen erhalten werden konnten. Dies 
konnte nur so gedeutet werden, da® ein Schutzkolloid, wenn auch nur in 
verschwindender Mange, nétig sei, um die Suspension stabil zu machen. 
(Auf meine briefliche Anfrage an Stern, ob seine Darstellung der Suspen- 
sionen ausnahmslos gelungen sei, antwortete er, daB dies nicht der Fall 
gewesen sei, bisweilen seien sie ihm aus einem unbekannten AnlaB§ mib- 
lungen.) Nun hieB es also, ein geeignetes Schutzkolloid zu suchen, und zwar 
ein fiir die Zwecke des Verfassers passendes, das normalerweise im Blute 
vorhanden ist. Unter diesen kamen zunichst Fettsiuren, Seifen und gallen- 
saure Salze in Frage. 


Zu den Versuchen wurden verwendet: Stearinsdure, gereinigt durch 
Verseifen, Filtrieren, Ausfillen mit HCl, Ausschiitteln mit Ather im 
Scheidetrichter, Waschen der Atherlésung mit Wasser bis zu neutraler 
Reaktion im Waschwasser sowie durch mehrmalige Umkristallisation aus 


Alkohol. 


Olsdure: Mercks Ac. olein. puriss., frei von Linolsaéure. 


Tauro- und Glykocholséure: Analysenreine Praparate, dargestellt 
von B. Josephson, autgelést in Wasser durch Zusatz aquivalenter Mengen 
Alkali. Fiir die Seifenlésungen wurde das py bestimmt, um eine Beurteilung 
zu ermdéglichen, in welchem MaBe das py als solches fiir die Resultate eine 
Rolle spielte. Die Bestimmung, welche ja in diesem Falle keine gréBere 
Genauigkeit erforderte, wurde kolorimetrisch mit m-Nitrophenol und 
Phenolphthalein unter Benutzung von Walpoles Prinzip ausgefiihrt. 
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A. Stearinsdure. 
Versuche mit Seifenlésungen von verschiedener Konzentration. 
Ber. aquival. Volumen NaOH 4,11 ccm. 


Tabelle I. 











2°/,ige Stearin- Pu nach 
ee | wad NaOH H,0 Pu Aussehen —— oe 
ecm ecm ecm zur Klarung 
2,0 2,0 23,0 7,3 9,4 
2.0 3,0 22.0 8,7 _ 
2,0 3,5 21,5 8,7 Beim — 
2,0 3,75 21,25 8,7 Erkalten — 
2,0 3,90 21,10 8,7 Nieder- - 
2,0 4,00 21,0 8,7 schlag — 
2,0 4,10 20,90 8,9 a 
2,0 4,30 20,70 9,1 9,4 








Die Lésungen waren vor dem Ausschiitteln mit Ather in bezug auf 
Stearinséure 1,48°/ 5. 


Versuche, Cholesterinsuspensionen herzustellen: Loésungen von 0,2 g 
Cholesterin in 4cem Alkohol wurden in verschieden konzentrierte Stearin- 
siiureseifenlésungen hineingegossen (Stearinsiure + aquival. Menge NaOH). 


Tabelle II. 





Konzentration 
in bezug auf Results 
Stearinsaure PH esultat 
°/o0 
1 8,7 
Ng 8,1 | , ; . 
1 7.6 Erst Suspension, aber Nieder- 
i4 — schlag nach einem Tage 
1 7,3 | 
8 ’ 
"ie 7,0 
M9 7,0 Niederschlag nach einer Weile 


B. Versuche mit Olsdure und Olsdureseife. 


5cem warmer Alkohol, enthaltend 4°, Cholesterin und verschiedene 
Mengen Olsaiure, wurden in 20cem warmes destilliertes Wasser hineingegossen. 
Dieses wurde konsequent benutzt, nachdem mehrere Versuche gezeigt 
hatten, daB gegeniiber dem von Stern vorgeschriebenen ,,Leitfahigkeits- 
wasser“‘, das auch Verfasser anfinglich verwendete, kein Unterschied 
vorhanden war. 
Tabelle III. 





Konzentration der Cholesterin- 


H, 0 alkohollisung in bezug auf Olsiure Resultat 
ecm 0 00 

20 1 

20 My 

) 1, a 

= , x Niederschlag 
20 a 16 

20 "39 
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Etwas bessere Resultate wurden auf folgende Weise erhalten: 

20 cem H,O wurden mit 1 cem 0,8°,iger Olsaure in Alkohol versetzt. 
Nach Erhitzen wurden 5ccm warmer, 4°,iger Cholesterinalkohollésung 
zugesetzt. Die entstandene Suspension wurde augenblicklich durch fett- 
freie Baumwolle filtriert. Das Filtrat erwies sich als Suspension etwa 
2 Wochen haltbar, wonach sich das Cholesterin ausschied. 

Die besten Resultate waren a priori mit Olsaéureseife zu erwarten, 
da die Olsiure als ungesittigte Siure eine héhere Dissoziationskonstante 
hat als die Stearinsiure und demnach auch eine geringere Neigung zur 
Hydrolyse. Wie folgende Versuche zeigen, war diese Hoffnung auch voll 
berechtigt. 

Versuch. Olsiure-Na-Seifen. NaOH in zur Olsaure aquivalenter 


Menge. 
Tabelle IV. 





Konzentration der 


Nr. ae PH gy fi nach ky 
0 
1 0,8 8,4 stark getriibt stark getribt 
2 04 8,0 klar schwacher getribt 
3 0,2 7,6 nahezu klar noch schwacher getribt 
0,1 7,2 opak p 7 - 
5 0,05 7,0  starkere Triibung i a i 
6 0,025 6.9 schwiachere Tribung s - 


als vorher 


In 20 cem von jeder der vorhergehenden, neu zubereiteten Losungen 
wurde in der Siedehitze 0,2 ¢ Cholesterin, gel6ést in 5cem Alkohol, gegeben. 
Es entstand eine kolloidale Lésung, in Nr. 6 neigte jedoch das Cholesterin 
zum Ausfallen. Nun wurde das gleiche Volumen destillierten Wassers 
hinzugefiigt und die Becher auf das Wasserbad gestellt, um den Alkohol 
zu verdunsten. Nachdem die Volumina unter 20 ccm gesunken waren, 
wurden die Lésungen durch Baumwolle filtriert, danach die Filter mit 
etwas Wasser gespiilt und das Volumen auf 20 ccm erganzt. 


Tabelle V. 


Spektrophotometrische Cholesterinbestimmungen. 





Cholesterin berechnet = 1 °/, 
Nr. Cholesterin gefunden 
"lo 
2 0.56 
3 0.55 
4 0,52 
5 0.38 
6 0,24 


Es war also eine bedeutende Menge des Cholesterins ausgefallt worden, 
was offensichtlich darauf beruht, daB sich beim Verdunsten auf dem Wasser- 
bad ein Teil des Cholesterins an den Wanden der Becher abgesetzt hatte. 
Man kann iiberhaupt nicht erwarten, mit der vorbeschriebenen, groben 
Methode streng reproduzierbare Suspensionen zu erhalten, im einen Falle 
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im anderen viel. Auch der Dispersitatsgrad der 
Suspension ist natiirlich in hohem MaBe abhangig von dem Zusatz der 
Alkoholl6sung, dem Umriihren und 
von den auf diese Weise unvermeidlichen Volumendinderungen beim Ver- 
dunsten des Alkohols. Dies wird deutlich aus einem Vergleich zwischen 
dem folgenden und den vorhergehenden Versuchen ersichtlich; die Technik 
war, soweit mdglich, dieselbe wie in den vorhergehenden, aber die Resultate 
wurden, wie man sieht, recht variierend. 


scheidet sich wenig aus, 


den Temperaturverhaltnissen sowie 


Tabelle VI. 





1 °/, Cholesterin zugesetzt 


Nr. Plog Na-Olez »merkunge 
a dieodacoes ®/5 Cholesterin gefunden Bemesuanges 
1 0,1 0,64 
2 0,04 0,64 
3 0.01 0.44 
4 0,91 0,17 Ein anderes Cholesterinpriparat als 


die vorhergehenden, in derselben 
Weise und gleich rein dargestellt 


Nr. 2 mit 0,64°;, in diesem Versuch entspricht am ehesten Nr. 5 im 
vorhergehenden mit 0,38°,. Auch Nr. 3 und 4 im obigen Versuch zeigen 
deutlich, wie unméglich es ist, auf diese Weise reproduzierbare Suspen- 
sionen herzustellen. 


Um die beriihrten Schwierigkeiten mdglichst zu 
wurde ein Apparat angefertigt, dessen Bau aus Abb. 2 hervorgeht. 


oben vermeiden, 
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Die Darstellung der Suspensionen geschieht in folgender Weise. A wird 
mit 100 cem Olséureseifenlésung von gewiinschter Konzentration gefiillt. 
Durch Verschieben des Gewichts N wird zwischen A und N das Gleich- 
gewicht hergestellt. 7 wird bis zum Sieden erhitzt, B wird in Bewegung 
gesetzt. Dabei verdunstet Wasser aus A, der dadurch leichter und gehoben 
wird. L, M und die Spitze von X senken sich damit und stehen tiefer als Y ; 
Wasser tropft aus X in A hinein, bis das Gleichgewicht wieder hergestellt 
ist — die Fliissigkeit in A wird damit bei konstantem Gewicht erhalten. 
In D werden 1g Cholesterin und 20cem absoluter Alkohol eingefiillt, 
E in seine Lage gebracht wie in der Abbildung. U wird erhitzt, wodurch 
der Alkohol dank G bei konstantem Volumen kocht. Wenn sich das Chole- 
sterin gelést hat, wird H mit einem Gasometer mit einem gewissen kon- 
stanten Uberdruck verbunden. Dadurch strémt die Cholesterinlésung 
mit einer gewissen Geschwindigkeit, in etwa 20 Sekunden, in A _ hiniiber 
und gerait dabei in starkes Sieden, das durch Vermindern der Flamme 
unter 7’ moderiert wird. Etwas Schaumbildung ist indessen unvermeidlich. 
Der Schaum trocknet an B und den Wanden von A ein, wodurch kleinere 
Verluste entstehen. Weiterhin kommen solche dadurch zustande, daB etwas 
Cholesterinlésung in D und E klebenbleibt. Diese Verluste werden durch 
die kleine untere Ausbuchtung in D verringert und sind sehr konstant, 
weshalb Verfasser es unnétig fand, die Prozedur durch Nachspiilen mit 
Alkohol zu komplizieren. E wird aus A entfernt. Nun wird der Apparat 
wenigstens 4 bis 5 Stunden sich selbst iiberlassen, wonach der ganze Alkohol 
verschwunden ist. Die entstandene Suspension wird zur Kontrolle des 
Volumens in eine Mensur gegossen. Funktioniert der Apparat richtig, 
dann variiert es nicht mehr als ein oder ein paar Prozent. 


Fiir die Zwecke des Verfassers erwies sich eine Seifekonzentration 
von 0,04°/,, (mit Riicksicht auf die Olsiure) als die giinstigste und wurde 
auch in den meisten Fallen verwendet. Die Cholesterinkonzentration 
betragt dann nach den unvernteidlichen Verlusten 0,70 bis 0,85°,. 


Die so hergestellten Suspensionen lassen sich demnach véllig zufrieden- 
stellend reproduzieren und sind lange haltbar. Eine vollstandige Aus- 
fallung des Cholesterins nach noch so langer Zeit (mehrere Monate) ist 
niemals eingetreten, wohl aber setzt sich allmahlich eine Cholesterinschicht 
am Boden ab, wahrscheinlich unter anderem infolge bakteriellen Zerfalls 
der Seife. Schon in frischen Suspensionen kann ein Teil Cholesterin durch 
scharfes Zentrifugieren zum Sedimentieren gebracht werden; dies deutet 
auf eine gewisse Ungleichheit in der PartikelgréBe hin. 


Es hatte selbstverstandlich ein gewisses Interesse, den Zusammen- 
hang zwischen Schutzkolloidkonzentration und Cholesterinkonzentration, 
Salzstabilitaét usw. zu untersuchen, vorliufig aber wurden die Suspen- 
sionen als Mittel, nicht als Ziel, angesehen und deshalb davon Abstand 
genommen. 

Um eine Vorstellung von der Salzstabilitat der benutzten Sole zu 
geben, ebenso um der Vollstandigkeit halber den nahezu unnétigen Beweis 
zu erbringen, daB die kolloiden Cholesterinpartikelchen auch in den vom 
Verfasser hergestellten Solen negativ geladen sind, kann es vielleicht dennoch 
angebracht sein, einen solchen Ausflockungsversuch wiederzugeben. 


In jedem Probierréhrchen waren 5ccm Salzlésung. Zu jedem Roéhrchen 
wurden 0,2 cem einer 0,72°, igen Cholesterinlésung mit 0,04°/), Olsaiureseife 
hinzugefiigt. 
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m/2 m/4 m/s m/16 m 32 m/64 m/128 m 256 m/512 
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Nel . . ||) — - — — 
Na,8OQ,., — - — — - — — _ 
CaCl. . _ — :, — 

Alc, . . || +4 ++i +++])4++4+4+]/4+4+4+/4+4+4+, 4 


Das Resultat ist typisch fiir ein negatives Suspensionskolloid von 
geringer Salzstabilitat. Es verdient vielleicht angefiihrt zu werden, daB 
der beschriebene Apparat selbstverstandlich ohne weiteres zur Darstellung 
anderer kolloidaler Lésungen unter mdéglichst konstanten Verhaltnissen 
angewendet werden kann. Vergleiche z. B. Versuch 11, wo eine Mastix- 
suspension in oben angegebener Weise hergestellt wurde. 


Diese Versuche wurden 1927 angestellt. 1928 teilten Blix und 
Léwenhielm (4) mit, daB sie (ganz unabhingig von meinen Versuchen) 
zu dem _ Resultat gekommen sind, da® absolut reines Cholesterin 
in Wasser in kolloidale Lésung geht mit einer Konzentration von 
héchstens 0,05 bis 0,08°,; es waren aber nur minimale Spuren von 
Seifen erforderlich, um die Léslichkeit des Cholesterins in kolloidaler 
Form zu vervielfachen. Diese Erfahrungen stimmen mit denen des Ver- 
fassers iiberein. 


Infolge des Zeitpunktes der Versuche konnte die Beobachtung von 
Blix und Léwenhielm, daB Cholesterjn in kolloidaler Lésung durch Seife 
von dem Sauerstoff der Luft oxydiert wird, auch nicht in Betracht 
gezogen werden. Spater wurden jedoch in zwei Fallen Analysen auf Oxy- 
cholesterin vorgenommen. 


1. Ein Sol, das 0,71° Cholesterin und 0,04°/,. Olsaureseife enthielt, 
war nach der Darstellung 2 Monate der Einwirkung der Luft ausgesetzt 
gewesen. Der Oxycholesteringehalt, bestimmt durch Vergleich mit einem 
vom Verfasser hergestellten analysereinen Priparat Oxycholesterin im 
Stufenphotometer, betrug 0,12°,, d.h. es waren 17°, des Cholesterins 
als Oxycholesterin vorhanden. 


2. Ein frisches Sol mit 0,72°, Cholesterin und 0,04°/,, Seife enthielt 
0,049, Oxycholesterin; also bedeutend weniger. Da nach Lifschiitz (53) 
das Oxycholesterin bisweilen im Blute etwa 15°, des Gesamtcholesterins 
erreicht und auBerdem kein Grund zur Annahme vorhanden ist, daB das 
Oxycholesterin eine andere Einwirkung auf die Senkungsgeschwindigkeit 
habe als das nahe verwandte Cholesterin, so diirften oben beriihrte Ver- 
haltnisse kaum gréBere Bedeutung fiir die nachstehend mitgeteilten 
Resultate haben. 


Versuch mit glyko- und taurocholsaurem Na. In 0,0005 n Lésung hatten 
diese keinerlei schiitzenden Effekt auf das Cholesterin, es erfolgte vielmehr 
eine nahezu gianzliche Ausfallung. 
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Lecithinsuspensionen. 


In bezug aut das ,,Lecithin’‘ im Blutplasma sind unsere Kenntnisse 
hinsichtlich der qualitativen Chemie bedeutend geringer, als dies betreffs 
des Cholesterins der Fall ist. Nach einer Reihe Versuche mit aus Pferde- 
plasma dargestellten Lipoiden (s. Versuch 1) hielt Verfasser es fiir ge- 
raten, mit dem von Griin und Limpdcher (27) synthetisierten Distearin- 
sdurelecithin zu arbeiten. Da kein chemisch reines Priparat zugénglich 
war, sondern nur ,,Rohlecithin“, reinigte ich dieses nach den Anweisungen 
seitens der Hersteller. Der P-Gehalt war, wie sich herausstellte, der 
theoretische 3,93°,. In Wasser quillt das Praparat langsam, beim Erhitzen 
rascher. Beim Sieden ist es in 1°,iger Losung beinahe klar; beim Erkalten 
wird es jedoch immer triiber. Schiittelt man eine 1°, ige Lésung bei Zimmer- 
temperatur, erscheint die Fliissigkeit makroskopisch nicht homogen und 
aihnelt ungefahr einem beginnenden Ba S O,-Niederschlag. Das Lecithin macht 
demnach beim Erkalten anscheinend eine ,,Entmischung“ oder ,,Koazer- 
vation’ durch. 


Kapitel IV. 
Protokoll iiber ausgefiihrte Versuche. 


Kinleitend seien einige kleinere Versuche mitgeteilt, die mit Total- 
lipoiden aus Pferdeserum angestellt wurden. Da dieses mehrere ver- 
schiedene, teilweise unvollstindig bekannte Stoffe enthalt, sind ja die 
Resultate schwerer deutbar und werden mehr variabel als bei Ver- 
wendung reiner, chemischer Kérper. Verfasser fand es daher bald 
angebracht, zu letzteren tiberzugehen. 


Die Darstellung der Lipoide geschah folgendermaBen: 800 cem Pferde- 
serum wurden in einer Flasche mit dem dreifachen Volumen Alkohol ver- 
setzt, und diese nahezu bis zum Kork gefiillt, damit Luftzutritt so gut 
wie mdéglich ausgeschlossen war. Die Flasche wurde iiber Nacht im 
Thermostaten bei 37 bis 40° aufbewahrt. Der Niederschlag wurde abfiltriert 
und mit einer neuen Menge Alkohol 2 Tage hindurch extrahiert. Alsdann 
wurde neuerdings filtriert. Die beiden vereinigten Filtrate wurden im 
Vakuum eingedunstet und der Riickstand von Salzen und anderen Ver- 
unreinigungen befreit, indem er in absolutem Alkohol gelést wurde, danach 
wurde diese Lésung filtriert und eingedunstet. Der Riickstand war eine 
braungelbe, schmierige Masse, die 14,5°, Cholesterin und 25,5°, Lecithin 
enthielt. Das Praparat wird im folgenden Lipoide genannt. Es quoll in 
Wasser langsam und ging spontan in eine kolloidale Loésung iiber; rascher 
beim Schiitteln und Erwaérmen. Im Ultramikroskop konnten _hierbei 
hiibsche Myelinfiguren beobachtet werden. In _ physiologischer NaCl- 
Lésung vollzog sich die Quellung nur schwierig. 


Zuerst wurden eine Reihe Modellversuche mit Lipoiden, suspendiert 
in Wasser + einer 6,4°,igen Lésung kristallisierten Ovalbumins, nach 
Sérensen (88), angestellt. Da in keinem Falle, weder nach Zusatz von Ol- 
siureseife noch nach mehrstiindiger Aufbewahrung im Thermostaten bei 
37°, eine Aufhellung wahrgenommen werden konnte, welche darauf hin- 
deutete, daB die Lipoide durch Einwirkung des Eiwei®es in eine mehr 
hochdisperse Lésung tibergegangen seien, kann es als iiberfliissig angesehen 
werden, ein ausfiihrlicheres Versuchsprotokoll wiederzugeben. 
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Versuch 1. Pferdeserum wurde mit Lipoiden verriihrt und Analysen vor- 


genommen, um zu ermitteln, ob einige Lipoide in Lésung gegangen waren. 


Das Pferdeserum wurde mit wechselnden Mengen Lipoiden sowie 
1,0°,, Cholesterinsuspension versetzt. Dieses Cholesterinpriparat, das 
in den Versuchen 1 bis 6 benutzt wurde, ging spontan in Suspension 
und muB also (s. Kapitel II1, Cholesterinsuspensionen) eine schiitzende 
Verunreinigung enthalten haben. Fiir einen solchen Verdacht war 
a priori kaum eine Stiitze vorhanden, zumal der Schmelzpunkt 145° C 
war. Erst als dieses Priparat zu Ende war, wurde die Notwendigkeit 
eines Schutzkolloides fiir absolut reines Cholesterin entdeckt. 


Tabelle VII. 





‘ , alli Cholesterin Lecithin 
Cholesterin Lecithin 


Nr. Serum Zusatz im Serum im Serum Zysatz gelist | Zusatz gelist 
ecm loo "loo mg mg mg mg 
1 5 0 0,89 1,62 0 0 0 0 
2 5 2,5cem Chol.-susp. 1,87 1,62 25 49 0 0 
3 5 4.3 mg Lip. 0,82 1,71 0,6 0,35! 1,1 | 0,45 
4 5& 5. » 0,81 2,25 34 —04 6,0 32 
5 5 S95 » 0,82 8,00 12,3 —0,35 21,9 6,9 


Die Lipoidklumpen wurden mit Serum verriihrt, wonach die Réhren 
4 Stunden im Thermostat bei 37°C stehen blieben. 


In Nr.2 entstand ein flockiger Niederschlag des Cholesterins. 
Nr. 3 bis 5 erwiesen sich als triibe. Es konnte keine sichtbare Aufhellung 
wahrgenommen werden. Deshalb wurde kraftig zentrifugiert, bis alle 
Réhren klar waren, mit Ausnahme von Nr. 2, welche eine hartnackig 
verbleibende, leichte Triibung zeigte, die mit der zur Zeit des Versuches 
zur Verfiigung stehenden Zentrifuge nicht weggeschafft werden konnte. 
Die Analysen wurden durch Extraktion nach Bloor, spektrophoto- 
metrische Cholesterinbestimmungen und titrimetrische P- Bestimmungen 
nach Macheboeuf ausgefiihrt. Aus den Resultaten (s. die Tabelle VII) 
geht hervor, daB das in Suspension zugesetzte Cholesterin wahrscheinlich 
teilweise vom Serum gelést wird. Bei Zusatz von Totallipoiden wurde 
keine Zunahme des Cholesteringehaltes vermerkt, im Gegenteil eine 
geringe Abnahme; dies steht in guter UChereinstimmung mit den Resul- 
taten nach Zusatz von reinem Lecithin (vgl. die Versuche 16 bis 18 
und 25). Lecithin wird vom Serum gréBtenteils, doch nicht quanti- 
tativ, aus den Totallipoiden gelést. 


Da es méglich war, durch Zentrifugieren das mit Cholesterinsuspen- 
sion versetzte Serum vo6llig zu klaren, lie} sich annehmen, daB das 
ganze zugesetzte Cholesterin in einer grobdispersen Form vorlag, die 
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in keiner Weise mit dem vorher vorhandenen, im Serum klar gelésten 
Cholesterin gleichwertig war. Der folgende Versuch zeigt indessen, 
daB ein Teil des Cholesterins tatsachlich in eine klare Lésung iibergeht. 


Versuch 2. Behandlung von Pferdeserum mit Cholesterin in Suspension, 
um nachzuweisen, ob etwas Cholesterin sich lést. 


Steriles Pferdeserum wurde unter aseptischen Vorsichtsma8nahmen 
mit Cholesterinsuspension von 0,8°,, in wechselnden Mengen versetzt 
und mit Blutkérperchen durch Zusatz von sterilem n/l NaCl isoton 
gemacht. 

Tabelle VIII. 





Cholesterin- 


Nr. Serum suspension H, 0 NaCl 
ecm eem eem eem 

1 10 0 4,23 0.77 
2 10 0 4.23 0,77 
3 10 4,23 0 0,77 
4 10 =| (2,12 2,11 0,77 


In Nr. 3 und 4 schied sich das Cholesterin als ein leichter, flockiger 
Niederschlag aus, der in Ruhe zwar langsam und unvollstandig sedimen- 
tierte, aber nicht wegzentrifugiert werden konnte, offensichtlich infolge 
der Erschiitterungen in der Zentrifuge. (Diese Schwierigkeit konnte 
erst spiter mit Hilfe der Lundgrenschen Winkelzentrifuge tiberwunden 
werden.) Von den verschiedenen untersuchten Filtern kénnen nur, wie 
es sich herausstellte, die Berkefeldfilter den Niederschlag zuriickhalten. 
Nach dem Filtrieren waren Nr. 2,3 und 4 alle gleich, d. h. vollkommen 
klar. Diese Methode hatte jedoch, wie es sich zeigte, bedenkliche Nach- 
teile. 


1. Es erwies sich als schwierig, die Berkefeldfilter nach Sterili- 
sierung im Autoklaven vollstindig trocken zu erhalten. 


2. EiweiB und auch klar geléstes Cholesterin bleiben teilweise in 
dem feinporigen Filter haften. 


Diese beiden Faktoren bringen eine wirkliche (dadurch, daB Wasser 
hinzukommt) und eine scheinbare Verdiinnung (dadurch, daB Eiweil 
wegfiltriert wird) des Serums zustande. Diese Ungelegenheit wird 
durch langsames Filtrieren bei Unterdruck teilweise neutralisiert, 
wodurch eine gewisse Verdunstung unvermeidlich wird. Deshalb 
wurden fiir Nr. 1 sowie 2 bis 4 nach dem Filtrieren Stickstoffanalysen 
nach Kjeldahl ausgefiihrt. Der Eiweibgehalt wurde dann durch Multi- 
plikation des Stickstoffgehaltes mit 6,25 berechnet. Ferner wurden 
spektrophotometrische Cholesterinanalysen auf Bloorextrakte angestellt. 
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Tabelle IX. 





% 99 Cholesterin 


: Eiweib 0 Cholesterin : 
Nr. paler reo reduziert auf 
ly direkt Eiweifgehalt 5,40 
1 5,40 0,47 0,47 
2 4,13 0,23 0,30 
3 3,60 0,59 0,89 
4 4,53 0,57 0,68 


Infolge der oben beanstandeten Unzulainglichkeiten in der Filtrier- 
technik fiir diesen Zweck muB man selbstverstandlich mit den Schlub- 
folgerungen aus obenstehenden Resultaten recht vorsichtig sein. Der 
Cholesteringehalt in Nr. 3 und 4 liegt schon direkt nach der Berkefeld- 
filtrierung so deutlich oberhalb des entsprechenden in der unfiltrierten 
Nr. 1, daB es nicht zu umgehen ist, anzunehmen, daB ein Teil des zu- 
gesetzten Cholesterins in klare Lésung gegangen ist. Eine Reduktion 
auf denselben EiweiBgehalt, Kolumne 4, ist offenbar nur in dem 
MaBe berechtigt, wie die Verdiinnung durch Feuchtigkeit in den Filtern 
zustandegekommen ist. Dagegen ist die Berechtigung einer solchen 
Manipulation zweifelhafter, wenn die Abnahme des Eiweibgehaltes 
durch Hangenbleiben von Eiweif im Filter verursacht ist. Hierbei 
kommen natiirlich vor allem die hochmolekularen Globuline in Frage; 
an diese ist Cholesterin gebunden (vgl. die Versuche Nr. 21 bis 24 und 26). 
Auf diese Weise wiirde sich die Abnahme des Cholesterin- und Eiweib- 
gehaltes aus Nr. 1 und 2 erklaren lassen; die starke Cholesterinzunahme 
in Nr. 3 und 4 deutet in diesem Falle darauf hin, daB sich das neu 
zugesetzte Cholesterin wenigstens zum Teil in freier und nicht an Globu- 
line gebundener Form vorfindet — eine Vermutung, die sich spiter als 
richtig erwiesen hat. Aus einem Vergleich zwischen den Cholesterin- 
werten in den Nr. 2, 3 und 4 in Kolumne 4 geht hervor, daB die Zunahme 
in diesem Falle einigermaBen der zugesetzten Cholesterinmenge pro- 
portional war -—- immer unter der Voraussetzung, dab die Ausrechnung 
in Kolumne 4 Berechtigung besitzt. 

Bei weiteren Versuchen mit Menschenserum wurde die Eigentiim- 
lichkeit beobachtet, daB ein Teil des zugesetzten Cholesterins, das nicht 
in Lésung geht oder ausfallt, ein Berkefeldfilter so verstopfen kann, 
daB es praktisch tiberhaupt kein Cholesterin, nicht einmal das von 
Anfang an in Serum geléste, durchliBt. Man kann demnach in der 
Tat durch ein Cholesterinfilter das Cholesterin wegfiltrieren [vgl. 
Marie (60)}. 


Versuch 3. Senkungsgeschwindigkeit der gewaschenen Blutkérperchen in mit 
Cholesterin behandeltem Menschenserum. 


Zum Menschenserum wurden unter sterilen Vorsichtsmabnahmen 


0,423 Volumen 1°, ige Cholesterinsuspension (K), in einer zweiten 
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0,423 Volumen Wasser (O) zugesetzt. Zu beiden wurde zur Erreichung 
von Isotonie 0,077 Volumen n/1 NaCl hinzugefiigt. Beide Mischungen 
blieben gut verschlossen 12 Stunden im Thermostaten bei 37° stehen, 
wonach in K ein Cholesterinniederschlag entstanden war. Nach Verlauf 
einer Woche war bei gew6hnlicher Temperatur der Niederschlag so weit 
gesunken, da die tiberstehende Lésung im Réhrchen abpipettiert 
werden konnte. Diese war nahezu, jedoch nicht vollig klar. 


Extraktion nach Bloor, spektrophotometrische Cholesterin- 
bestimmungen. 


K 2,86°/5,) Cholesterin, berechnet auf 
O 2,12°/,, | das unverdiinnte Serum. 


Zur Kontrolle, daB der Cholesterinniederschlag beim Ausscheiden 
kein EiweiB oder eventuell eine andere N-haltige Verbindung adsorbiert 
hat, wurden N-Analysen nach Kjeldahl ausgefiihrt. 

In K 8,58°, EiweiB, berechnet aus dem 
In O 8,57°% | urspriinglichen Volumen. 


Der Unterschied liegt, wie man sieht, innerhalb der Fehlergrenze 
fiir diese Methode. 

Frische Blutkérperchen von derselben Person wurden dreimal mit 
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen. Danach wurde eine 
Senkungsprobe mit 6 Volumen Serum + 5 Volumen Blutkérperchen 


ausgefiihrt. 
Tabelle X. 





Stunden nach Beginn K 0 


des Versuchs mm mm 


12 1 2 
36 4 8 
60 7 16 


Die auBerst langsame Senkung beruht in diesem Falle deutlich 
darauf, daBg verdiinntes Serum und gewaschene Blutkérperchen ver- 
wendet wurden. Die folgenden Versuche zeigen, daB die Abnahme der 
Senkungsgeschwindigkeit durch Cholesterinzusatz bedeutend gréBer 
wird, wenn man statt dessen Plasma oder ungewaschene Blutkérperchen 
benutzt. Damit erhalt man eine absolut viel gréBere Senkungs- 
geschwindigkeit. 


Versuch 4.  Senkungsgeschwindigkeit ungewaschener Blutkérperchen in mit 
Cholesterin versetztem Plasma. 


Menschenblut, in welchem die Koagulation durch konzentriertes 
Na-Citrat in einer Konzentration von 1°/5, verhindert worden war, 
wurde kraftig zentrifugiert. Das Plasma wurde wie vorher behandelt, 
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1 Volumen Plasma + 0,423 Cholesterinsuspension (K) bzw. 0,423 Vo- 
lumen H,O (QO). Beide Mischungen wurden mit 0,077 Volumen n/l NaCl 
versetzt. Die Senkungsprobe wurde direkt vorgenommen, also bevor 
das Cholesterin ausgeschieden und der UberschuB weggeschafft war. 
1,1 Volumen Plasma + 1 Volumen ungewaschene, scharf zentrifugierte 
Blutkérperchen. 

Tabelle XI. 





. K 0 
Stunden nach Beginn 
mm mm 
4 1,5 26 
20 55 95 


Nachdem das Cholesterin nach einem Tage ausgeschieden war und 
zu sinken begonnen hatte, wurde ein Teil der obersten, klaren Schicht 
abpipettiert. Bloorextraktion und spektrophotometrische Cholesterin- 
bestimmungen. 


Resultat: 
K 1,56°/ 99) Cholesterin, reduziert auf das 
O 1,24°/9,) urspriingliche Volumen. 


N-Bestimmung nach Kjeldahl; Eiwei®B = 6,25 .N. 


K 8,22°, | EiweiB, reduziert auf das 
O 8,28°, | urspriingliche Volumen. 


Versuch 5. Die Senkung ungewaschener Pferdeblutkérperchen in mit Chole- 
sterin versetztem Plasma. Hypotonieresistenz der Blutkérperchen. 
Pferdeblut, in welchem die Koagulation durch 1°/ 9. (NH4),C,O, 

verhindert wurde, wurde zentrifugiert. Das Plasma wurde wie im 

vorhergehenden Versuch behandelt. Senkungsprobe mit 1,2 ccm 

Plasma + 1,0 ccm ungewaschenen Blutkérperchen. 

’ ¥ . ° . 
Senkung, bevor der UberschuB an Cholesterin ausgeschieden und 
sedimentiert war. 
A. 


Tabelle XII. 





Minuten nach Beginn 15 30 38 42 50 60 100 
mm Senkung K... . 1 2.5 4 5 7,5 11 27 
= ‘ i es ed 4.5 25 42 50 70 82 93 


. + ‘ ‘ 
Senkung am folgenden Tage, nachdem der UberschuB an Cholesterin 
ausgeschieden und sedimentiert und die klare obere Schicht abpipettiert 
war. Senkungsprobe in diesem klaren Plasma mit denselben Verhiilt- 


nissen zwischen Blutkérperchen- und Plasmavolumen. 
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B. 
Tabelle XIII. 





Minuten nach Beginn 15 30 40 60 100 
mm Senkung K... . 0,8 2,5 3,5 9,5 25 
” a ee ee 13 45 65 838 95 
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70 20 30 WO 50 60 70 80 90 100 
Minuten 


Abb. 3. 


Wie aus der Abbildung ersichtlich, stimmen AK und BK nahezu 
iiberein. Es ist méglicherweise der Unterschied vorhanden, daB BK 
noch eine etwas langsamere Senkung hat als AK, aber dieser Unter- 
schied ist zu gering, um irgendwelche bestimmte Schliisse zuzulassen. 
Sicher ist indessen, daB der sich ausscheidende Uberschu8, man darf 
wohl annehmen, daB dies der mehr grobdisperse, schwacher elektrisch 
geladene Teil des zugesetzten Cholesterins ist, keinerlei Einwirkung auf 
die Senkungsgeschwindigkeit besitzt. Es liegt auch die Annahme nahe, 
daB diejenigen Verfasser, welche seitens des Cholesterins keine Ein- 
wirkung auf die Senkungsgeschwindigkeit gefunden haben, sich eines 
Cholesterinzusatzes in solcher grobdispersen, unwirksamen Form bedient 
haben. 


Der Unterschied zwischen AO und BO ist nur ein scheinbarer. Wie 
allgemein bekannt, vergeht immer eine gewisse Zeit, bis sich die Aggre- 
gation zwischen den Blutkérperchen entwickelt. Diese Zeit ist bei 
derartigen, rasch sedimentierenden Blutkérperchen wie in AO und BO 
in hohem MaBe davon abhingig, wie die Blutkérperchen und das 
Plasma vermischt werden, d. h. wie vollstandig die friihere Aggregation 
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aufgehoben ist. Diese Zeit ist fiir AO und BO etwas verschieden, der 
Unterschied betrigt ungefihr 10 Minuten, nachdem aber die Aggre- 
gation zustande gekommen ist, gehen AO und BO, wie man sieht, 
vollkommen parallel. 


Sowohl makro- als auch mikroskopisch ist zwischen K und O 
hinsichtlich der Geldrollenbildung ein gewaltiger Unterschied vor- 
handen: in K ist sie kaum mikroskopisch nachweisbar, in O sehr stark, 
wie iiberhaupt im Pferdeblut. 


Bestimmung der Hypotonieresistenz bei den scharf zentri- 
fugierten Blutkérperchen in BK und BO. 
Beginnende Hiamolyse in K 0,459, Nacl, 
” ’ » @ 0,54% =» 


Durch Cholesterinzusatz wurde also die Resistenz bedeutend ver- 
mehrt, was ja zu erwarten war, vgl. z. B. Brinkmann und van Dam (8). 
Cholesterinbestimmung: Bloorextraktion, spektrophotometrisch. K ist, 
nachdem das Cholesterin ausgefallen und sedimentiert ist, voll- 
standig klar. 

K = 1,13°/99| reduziert auf das urspriingliche 
O = 6,67°/ 99) Volumen. 


Versuch 6. Senkungsprobe in mit Cholesterin versetztem Menschenplasma. 
Ist die Fdllungsgrenze Globulin— Albumin durch den Cholestgrinzusatz ver- 
schoben worden? 

Menschenblut. Koagulation durch gesattigte Na-Citratlésung zu 
1°/59 verhindert. Plasma lipamisch. Zusatz von Cholesterin in ge- 
wohnlicher Weise. Senkungsreaktion wie im vorhergehenden Versuch. 


A. 
Tabelle XIV. 





Minuten nach Beginn 20 40 60 18 « 60 
mm Senkung K... . 0 1 1 29 
rm " ee Stes 5 12 20 97 


In diesem Falle entstand kein flockiger Cholesterinniederschlag : 
das Plasma blieb diffus triibe. 


Zur Ermittlung, ob sich die Fallungsgrenzen Globulin—Albumin 
durch den Cholesterinzusatz verschoben hatten, wurden gravimetrische 
EiweiBbestimmungen teils an K und O, teils an der klaren Fliissigkeit 
von K und O nach Zusatz gleicher Volumina (NH,),.SO, und Zentri- 
fugieren (GK und GO) ausgefiihrt. 
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Tabelle XV. 





°/9 Eiweif reduziert 
auf das urspriingliche 
Volumen 


g Eiweifi gewaschen 


ecm und getrocknet 


BESS hs 05 0.0294 8.82 
A a ee 0.5 0.0293 8,79 
ay 8 3,0 0,0436 ‘ 
eet 3.0 0,0431 ne 
Aare 3,0 0,0431 , 
ee 3:0 0.0434 4,33 


In diesem Falle hat fiir Ammoniumsulfat keine Verschiebung der 
Fallungsgrenze des Globulins stattgefunden. (Vgl. auch die Ver- 
suche 13, 18.) 


Versuch 7. Senkungsversuche mit ungewaschenen Blutkérperchen in 
Mischungen von mit Cholesterin behandeltem Plasma und Kontrollplasma. 
1 Volumen Pferdeplasma (K) wurde mit 0,423 Volumen einer 
Cholesterinsuspension versetzt, die im Apparat Abb. 2_hergestellt 
worden war. (Die Suspension enthielt 0,01°/5, Olsdureseife sowie ur- 
spriinglich 1 g Cholesterin/100 ccm. Etwas feste Substanz ging durch 
Eintrocknen am Riihrer und Becher aus der Lésung_ verloren.) 
Ferner wurde 0,077 Volumen n/1l NaCl zugesetzt. Ein zweiter Teil 
Plasma (O) wurde in derselben Weise behandelt, nur mit dem Unter- 


Tabelle XVI. 


Bloorextraktion und spektrophotometrische Cholesterinbestimmung. 





Cholesterin berechnet 


auf unverdiinntes Plasma Durchschnitts wert 


00 %Ffo0 
, { 0,98 | ' 
Wee ac: % 0.98 0,98 
0,72 | ‘ 
NP -| 073 0,73 


Tabelle XVII. 


Senkungsprobe mit scharf zentrifugierten, ungewaschenen Blutkérperchen. 





mm Senkung nach Minuten 
eem K  cem O wat! nS ee 
30 45 60 75 90 105 120 150 180) 


E ecm Blut- 
Nr kérperchen 





1 1,2 1,8 0 0 0 0 0 0,5 1 1 1 1.5 
2 1,2 1,5 0.3 0,7 1 © Dee Fe ge 2 | 2B 8 3.5 
3 1,2 1,2 0,6 1,5 2125) 8 85; 4) 4 5 5.5 
4 1,2 0,9 0,9 20; 81! 40! 5 5.5; 6) 7 8 9 
5 1.2 0.6 1.2 40; 6! 8 {10 /'11,5; 18 | 15 18 | 21 
6 1,2 0.3 1.5 95:15 20 (24 28 82 | 37 42 | 48 
7 1,2 0 18 (185; 22 |80 |87 |4 50 57 68 | 79 
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schied, dai anstatt der Cholesterinsuspension 0,01° /  ige Seifenlésung 
benutzt wurde. Nach 18 Stunden konnte das ausgefillte Cholesterin 
abzentrifugiert werden, so daB auch K vdéllig klar wurde. 












_ 
Bo 
e | 
S 
¥ 0-H 
60}——__+—— 
a 
80 Ce ee eS ne Lee? SEEN, 
0 30 60 90 720 750 780 
Minuten 
Abb. 4. 


Die auf diese Weise erhaltenen Werte bilden miteinander approxi- 
mativ eine geometrische Reihe mit dem Quotienten = !.. Die ein- 
zigen etwas abweichenden Werte zeigt Nr. 6, sonst ist die Uberein- 
stimmung auffallend. Vergleiche untenstehende Tabelle. 


Tabelle XVIII. 
Gef. = gefunden. Ber. = berechnet. 











- 30 Min, 45 Min. 60 Min. 75 Min. 90 Min. 
Nr. EA o ee LE EN aes Fee SE = eae oe ee ee 
Gef. Ber. Gef. Ber. Gef. Ber. Gef. Ber. Gef. Ber. 
7 13.5 13,5 22 22 30 30 37 37 44 44 
6 9,5 7 15 | 11 20 15 24 19 28 22 
5 4 3,5 6 6,5 8 7,5 10 9,5 11,5 11 
4 2 3 3 4 4 5 5 55 | 55 
3 1,5 1 2 1,5 2,5 2 3 2,5 8,5 | 2,75 
2 0,7 0.5 1 0,75 1,5 1 ‘7 1,25 2 1,4 
1 0 0 0 0 0 0.5 0 0.6 05 O7 
105 Min. 120 Min. 150 Min. 180 Min 
Nr. et ; : 
Gef. | Ber. Gef Ber Gef Ber. Gef Ber 
7 50 50 57 57 68 68 79 79 
6 32 25 37 29 42 34 48 40 
5 13 12.5 15 14,5 18 17 21 20 
4 6 6 7 7 8 8,5 9 10 
3 4 3 4 3,5 5 4 5.5 5 
2 2 15 2.5 1,8 3 2 3,5 2.5 
1 1 | 0,8 1 1 1 1 1,5 13 
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Nachdem der Cholesteringehalt in K bzw. O 0,98 und 0,73°/ 99, 
berechnet auf unverdiinntes Plasma, ausmachte, oder 0,65 bzw. 
0,49° /59 in den verdiinnten Plasmen, in welchen die Senkungsproben 
ausgefiihrt wurden, begegnet man der recht tiberraschenden Tatsache, 
daB eine Steigerung des im Plasma gelésten Cholesterins von nur 0,03°/ 9, 
in diesem Falle die Senkungsgeschwindigkeit um die Halfte  ver- 
ringert hat. 

Da die Zunahme in der Suspensionsstabilitat durch Cholesterin- 
zusatz nicht immer so stark ist wie in den vorhergehenden Versuchen, 
zeigt der folgende 


Versuch 8. Senkungsprobe sowohl mit gewaschenen als auch ungewaschenen 
Blutkérperchen in mit Cholesterin behandeltem und unbehandeltem Plasma. 

Pferdeplasma wurde in bereits angegebenen Proportionen mit 
n/l NaCl und mit Cholesterinsuspension 1,2°,, enthaltend 0,02 °/ 59 
Seife (K), bzw. mit 0,02°/5. Seife (O) versetzt. Der entstandene Nieder- 
schlag des Cholesterins konnte 2 Tage im Eisschrank bei etwa + 3°C 
spontan sedimentieren. Dann wurden K und O zentrifugiert, bis K klar 
wurde. 4,5cem (entsprechend 3ccm urspriingliches Plasma) von K 
und O wurden in Alkohol eingetropft, darauf wurde eine Extraktion 
in Soxhletapparaten vorgenommen. Spektrophotometrische Cholesterin- 
bestimmungen: 


i 
K — 0.953 0,950° / oo, 
O = 0,744) 0 a scg 
O = 0,748 | 9:746° 00 


Senkungsprobe: 1 Volumen frische Blutkérperchen + 1,5 Volumen 
Plasma. 
A. 


Tabelle XIX. 





Dreimal mit physiol. NaCl gewaschene 


Unge waschene Blutkirperchen Blutkérperchen 


Zeit —_——__—_—_— - —<—_—_ —————— 
K 0 K oO 
Min. mm mm mm mm 
30 25 34 14 13 
40 40 54 23 28 
50 54 76 31 42 
60 68 94 38 55 
70 81 103 43 67 
80 ~- — 52 79 
90 — — 57 87 
12 x 60 121 123 109 112 


Der Rest der Mischungen von gewaschenen Blutkérperchen 
und Plasma wurde 50 Minuten, nachdem A in Gang gesetzt war, 
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neuerdings wie in A gemischt, und neue Senkungsproben wurden 
vorgenommen. Resultat: 
B. 
Tabelle XX. 





Gewaschene Blutkirperchen 


Min. ei K 0 
min mim 

30 S 17 
40 15 31 
50 21 44 
12 « 60 106 110 


Auch in diesen Versuchen ist nach Cholesterinzusatz eine augen- 
scheinlich gesteigerte Suspensionsstabilitét zu bemerken. Das Chole- 
sterin scheint auf die gewaschenen Blutkérperchen langsamer ein- 
zuwirken. Noch 30 Minuten nach Mischung ven Blutkérperchen und 
Plasma war der Senkungswert in K und O ungefihr derselbe. Wirken K 
und O unter 50 Minuten auf die gewaschenen Blutkérperchen ein, tritt 
der friiher nachgewiesene, verzégernde Effekt des Cholesterins auf die 
Senkungsgeschwindigkeit schon von Anfang an zutage. 

Versuch 9. Senkungsproben in Piferdeplasma, versetzt mit verschiedenen 
Cholesterinsuspensionen und nur mit Seifeldsungen. Viskositdtsbestimmung. 

Pferdeplasma wurde mit 4,475 Volumen von folgenden Chole- 
sterinsuspensionen versetzt: 

1. 0,64°, Cholesterin, 0,1 °/ 9 Olsiureseife (A K)) 
2. 0,64% a 0,049 59 *” (BK) 
3. 0,42% 0.019 oo . (CK) 

Das Cholesterin schied sich in gew6hnlicher Weise aus, am rasche- 

sten in BK (vgl. die Senkungsgeschwindigkeit), Zentrifugieren bis zur 


0,025 Volumen 
18°, iges NaCl 


klaren Lésung. 

Kontrollen mittels 1 Volumen Plasma + 0,475 Volumen Seife- 
lésungen von derselben Starke wie in den zugesetzten Suspensionen, 
+ 0,025 Volumen I8°.iges NaCl bzw. AO, BO, CO. 


Tabelle X XI. 
Senkungsprobe mit 0,7 ccm ungewaschenen Blutkérperchen 1,0 cem 


Plasmamischungen. 








Plasma 30 Min. 65 Min 180 Min 
AK 1 2 i) 
AO 60 114 128 
BK 2 4 11 
BO 57 113 126 
CK 1 3 Ss 
CO 36 94 119 


Biochemische Zeitschrift Band 223. 
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Diese Versuche scheinen zu zeigen, dal} sowohl der Cholesterin- 
gehalt in den Suspensionen (vgl. AK und CK) als auch der Seifegehalt 
und der damit zusammenhangende Dispersitatsgrad fiir die Senkungs- 


hemmung von untergeordneter Bedeutung sind. Wahrscheinlicher 
wohl liegt jedoch die Sache so, daB in diesem Falle auch die kleinste 
Cholesterin- und Seifekonzentration hinreichend war, eine maximale 


Senkungshemmung mit einer nahezu aufgehobenen Aggregations- 


tendenz zwischen den Blutkérperchen hervorzurufen. Der folgende 


Versuch zeigt den EinfluB der Na-Olsaureseifen an und fiir sich. 4 ccm 


Plasma (zu jeder Probe) wurden mit verschiedenen Mengen 1°/ 9iger 


Olsdureseifelésung laut Tabelle XXII und 0,l ecm 18°%,iger NaCl- 
Lésung versetzt, worauf das Volumen bis 6 ccm vervollstandigt wurde. 
Danach wurden 4,2cem ungewaschener Blutkérperchen zugesetzt und 
die Senkungsprobe ausgefiihrt. Resultat: 


Tabelle XXII. 





Konzentration der 


ee 2 a8 1 Senk nach 
cem Seifelisung  zugesetzten Seife- ae nkung nach 


Nr. in 1%o9 zugesetzt lisung in Plasma- - - ————— 
mischung ° 99 20 Min. 45 Min. 80 Min. 
1 1,9 0,32 6 19 37 
2 0,6 . 0,10 21 69 104 
3 0,2 0,03 24 81 110 
4 0,02 | 0,003 23 81 112 
5 0 0 24 82 112 


Von diesen entspricht Nr. 3 ungefahr der héchsten in dieser Arbeit 
durch Zusatz von Cholesterinsuspension jemals erreichten Gesamtkonzen- 
tration der Na-Olsaureseife, nimlich 0,03°/59- Wie man sieht, weist diese 
praktisch dieselbe Senkungsgeschwindigkeit auf wie ein Zusatz von 
reinem Wasser. Bei héheren Konzentrationen wird das Verhaltnis ein 
anderes; Nr.1 mit der Seifekonzentration 0,32°/9, zeigte demnach 
eine offensichtlich reduzierte Senkungsgeschwindigkeit. Eine so hohe 
Konzentration ist jedoch von mir niemals verwendet worden. 

Die relative Viskositat wurde an AK und AO bei 18° C gemessen. 

AK = 1,482, 
AO = 1,482. 

Der Cholesterinzusatz wirkt also nicht merkbar auf die Viskositat 
ein; dies war auch kaum von einem hydrophoben Kolloid in niedriger 
Konzentration zu erwarten. Indessen zeigt das Cholesterin unter diesen 
Umstinden auch Eigenschaften, welche auf eine gewisse Hydrophilic 
hindeuten: so z. B., daB es beim Zentrifugieren zu Boden sinkt, trotz- 
dem es im trockenen Zustande leichter ist als Wasser. Vgl. auch 
Remesow (75). 
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Spektrophotometrische Cholesterinbestimmungen nach Extraktion 
von 7,5cem (entsprechend urspriinglich 5 ccm) 4 Stunden mit Alkohol 
im Soxhlet. 

AK = 1,36°/o, 

BK 1,02° 
CK 1,00°/ 9 
AO = 0,69° 5, 


(berechnet auf unverdiinntes Plasma). 


In BK und CK hatte sich trotz des verschiedenen Schutzkolloid 
und Cholesteringehalts in den zugesetzten Suspensionen ungefahr gleich 
viel Cholesterin gelést. Der héhere Cholesteringehalt in AK beruht 
deutlich, wenigstens teilweise, auf dem grobdispersen, als eine Triibung 
sichtbaren Teil des Cholesterins. Dieser hat, wie bereits nachgewiesen 
wurde, keine Einwirkung auf die Senkungsgeschwindigkeit. 


Versuch 10. Senkungsprobe, Hdmatokritbestimmung sowie Versuch zur Er- 
mittelung, ob das zugesetzte Cholesterin ganz oder teilweise von den Blut- 
kérperchen adsorbiert wird. 

Blut von demselben Pferde wie im vorhergehenden Versuch 6 Tage 
spaiter. Plasma wurde wie in BK behandelt (siehe Versuch 9) und als 
B, K bezeichnet. Ein anderer Teil, entsprechend BO, wurde B, O 
genannt. Zentrifugieren von B,K und B,O 20 Stunden lang bei 
3500 Umdrehungen pro Minute machte B, K ebenso klar wie B, O. 


Tabelle X XIII. 


Senkungsprobe: 0,7 Volumen ungewaschener Blutkérperchen — 1,0 Volumen 





Plasma. 
Millimeter nach 
Plasma . : ‘ 
60 Min. 120 Min 180 Min 
B, K 0 0,5 1 
B, 0 36 72 98 


Ungewaschene, kraftig zentrifugierte Blutkérperchen wurden in 
zwei verschiedenen Réhrchen gewogen und mit gleichem Gewicht 
B, K und B, O versetzt. Nach Mischung wurde eine Hamatokritbestim- 
mung an einem Teil der Mischungen ausgefiihrt. Das Zentrifugieren 
wurde fortgesetzt, bis die Blutkérperchenpfeiler lackfarben waren. 

B, K 45°, ) Das Zellvolumen wurde also durch Cholesterinzusatz 

B, O 45°, | nicht verandert. 

2 Stunden nachdem B, K und B,O mit den Blutkérperchen ver- 
mischt worden waren, wurden diese abzentrifugiert und Cholesterin- 
bestimmungen in B, K und B, O vor und nach der oben beschriebenen 
Behandlung mit Blutkérperchen ausgefiihrt. 7,5 ccm (entsprechend 
5ecem unverdiinntem Plasma) wurden mit Alkohol ausgefallt und 


3* 
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im Soxhlet mit Alkohol mehrere Stunden extrahiert. Spektrophoto- 
metrische Cholesterinbestimmungen. Promille Cholesterin berechnet auf 
unverdiinntes Plasma. 


Tabelle XXIV. 





Vor Behandlung mit Blutkérperchen Nach Behandlung mit Blutkérperchen 


BLK “a. +  #-—@- B, O 
1,013 0,713 0,844 0,741 
1,005 0,724 0,810 0,719 
0,958 0,806 0,724 

Mittel in ° 99: 
0,992 0,719 0,820 0,728 


Zwischen B, O vor und nach der Behandlung mit Blutkérperchen 
war also kein sicherer Unterschied vorhanden, aber in B, K war der 
urspriingliche Gehalt von 0,99°/,, durch die Behandlung mit Blut- 
kérperchen auf 0,82°/5) heruntergegangen. 

Der zugefiihrte Uberschu8 an geléstem Cholesterin kann also 
teilweise entweder in die Blutkérperchen hineindiffundieren oder an 
deren Oberfliche adsorbiert werden; letzteres ist wohl das Wahr- 
scheinlichere. 

B, K und B, O wurden mit gesattigter (N H,),S0O,-Lésung bis 27°, 
Sattigung versetzt; der Niederschlag an ,,Fibrinogen‘* wurde abzentri- 
fugiert. Von den klaren Fliissigkeiten FK und FO wurden 12 cem 
mit Alkohol im Soxhlet extrahiert. Die Reste wurden mit gesattigter 
(NH,),.SO,-Lésung bis 50°, Sattigung versetzt ; erneutes Zentrifugieren. 
Von den klaren Fliissigkeiten GK und GO wurden 20 cem im Soxhlet 
extrahiert. Spektrophotometrische Cholesterinanalysen. 


Tabelle XX V. 


Promille Cholesterin, berechnet auf unverdiinntes Plasma. 





FK FO | GK GO B, K B,O 
0,933 0,741 0,572 0,554 - — 
0.915 0,719 0.576 0,545 — me 

Mittel : 
0,924 0.730 0,574 0,550 0,992 0,719 


FO hielt demnach innerhalb der Fehlergrenzen ebensoviel Chole- 
sterin wie B, O fest; mit der ,,Fibrinogen“-Fraktion wurde hier kein 
Cholesterin ausgefallt. FK enthielt etwas weniger Cholesterin als B, K, 
aber die Hauptmasse des zugesetzten und gelésten Cholesterins schied sich 
mit der .,Globulin’-Fraktion aus; die Filtrate GK und GO enthielten un- 
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gefahr gleich viel. Dies stimmt gut mit den Erfahrungen in Versuch 24 
iiberein. Ein geringerer Teil des zugesetzten Cholesterins wird an das 
in geringerer Menge vorkommende Fibrinogen gebunden, ein gréBerer 
Teil an das wenigstens im Pferdeserum reichlichere Globulin. Der in 
freier Form verbleibende Rest scheint ebenfalls, wenigstens zum gréBten 
Teil, bei Halbsattigung mit (NH,),SO, ausgefallt zu werden, was ja 
bei dieser hohen Salzkonzentration nicht erstaunlich ist. 


Versuch 11. Senkung der ungewaschenen Blutkérperchen in Plasma -+- Chole- 
sterinsuspensionen von verschiedener Konzentration und Dispersitdt. Ober- 
flachenspannungsbestimmungen an Plasmamischungen. Bestimmung der 


elektrischen Ladung der Blutkérperchen nach Aufenthalt in verschiedenen 
Plasmamischungen. 


1 Volumen Pferdeplasma wurde mit verschiedenen Suspensionen 
und Lésungen laut Tabelle XXVI_ versetzt: 


Tabelle XX VI. 





Nr. Zusatz: 0,475 Vol Tne 
1 Cholesterinsuspension, 9.9%, in 0,05 °/o9 Seifelésung, nicht 

zentrifugiert . . . Visied- res ees ont ote ae 0,025 
2 Dieselbe Cholesterinsuspension, “0.6 %, in 0,05 9/99 Seifeldsung. 

stark zentrifugiert ... . ee gees Se eS He 0,025 
3 1 Vol. nr eR I Nr.2 + 9Vol. ee 0,025 
+ Cholesterinsuspension, 0,1 %, in 0,005 "loo Seifelisung .. 0,025 
5 - 0.1 “7” " 0 05 ) 00 e 0,025 
6 Alkoholfreie Mastixsuspension, von anfianglic he Z %, stark 

ausgefallt beim Verdunsten. ........2.2.2.2.. 0,025 
7 Ts i a ee 0,025 
8 - MS a eae Nee ae ae 0,025 


Senkungsprobe, unmittelbar nachdem 1 Volumen von jeder der 
obenstehenden, nicht zentrifugierten, kurz vorher zubereiteten Mischun- 
gen mit 0,7 Volumen’ ungewaschenen’ Blutkérperchen — versetzt 
worden war. 

A. 
Tabelle XX VII. 





Nr. : 1 2 3 4 i) 6 7 S 


mm Senkung nach 70 Min. 3 4 14 4 1,5 4 16 14 


Nach dieser Zeit wurde der Versuch unterbrochen. Der Inhalt in 
den Senkungsréhrchen wurde in die Vorratsréhrchen hineingespritzt, 
alles durch dreimaliges Umdrehen der Réhrchen neu gemischt und 
neue Senkungsproben angestellt, um zu ermitteln, ob das Cholesterin 
allmahlich auf die Blutkérperchen einwirkte. 
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B. 
Tabelle XXVIII. 





Millimeter Senkung nach 


Nr nee 
70 Min. 180 Min. 240 Min. 

1 1,2 

2 1 1,2 

3 16 45 59 

4 2 4 4 

5 1 1,5 1,5 

6 7.5 18 24 

7 7,5 47 64 

8 15 61 79 


Vergleicht man die Werte bei 70 Minuten in A und B, findet man, 
daB Nr. 1 und 2 nach 70 Minuten noch mehr gehemmt sind, Nr. 3 
halt sich ungefihr konstant, Nr. 4 ist noch mehr verzégert. Interessant 
ist der groBe Unterschied zwischen Nr. 3 und 4: die zugesetzten Chole- 
sterinsuspensionen waren in bezug sowohl auf Cholesterin als auch 
Seife gleich konzentriert, nur die Darstellung war verschieden; Nr. 3 
wurde von Anfang an in konzentrierterer Form hergestellt und spater 
zehnmal verdiinnt, Nr. 4 wurde direkt in der Konzentration hergestellt, 
in der sie zugesetzt wurde. Der Dispersititsgrad muB natiirlich in 
Nr. 3, weil die Ausflockungstendenz mit der Konzentration rasch 
steigt, niedriger als in Nr. 4 gewesen seia. Das Resultat gibt eine Illu- 
stration von der Bedeutung des Dispersitatsgrades fiir die Cholesterin- 
einwirkung, oder mit anderen Worten dafiir, wieviel Cholesterin ,,sich 
lést‘‘. Dies wird fernerhin bestatigt durch das Verhalten von Nr. 5, wo 
ein zehnmal gréBerer Gehalt an Schutzkolloid vorhanden war als in 
Nr. 4 und infolgedessen sicher eine bedeutend gréBere Dispersitat. Die 
Senkungsgeschwindigkeit war hier ebenfalls betrachtlich geringer. Ein 
Vergleich mit den Versuchen 24 und 25 zeigt, wie kompliziert der Mecha- 
nismus tatsachlich sein diirfte: das zugesetzte Cholesterin wird teilweise 
und allmahlich an Fibrinogen und Euglobulin gebunden, wodurch das 
freie, nicht eiweibgebundene selbstverstandlich verringert wird. Wie diese 
beiden, einander entgegengesetzten Prozesse, die Bindung des Cholesterins 
an Fibrinogen und Globulin sowie dessen Adsorption an die Blutkérper- 
chen in diesem Falle wirken, entzieht sich einer sicheren Beurteilung. 

DaB es sich hier kaum um eine Einwirkung der Seife selbst handelt, 
geht aus einem Vergleich mit Versuch 9 hervor. Nr. 6, die Mastix- 
suspension, wurde nur als ein Beispiel fiir ein anderes negativ geladenes 
Kolloid mitgenommen. Auch diese erhéhte die Suspensionsstabilitat, 
wenn auch nicht so sehr wie das Cholesterin. 


Hinsichtlich des Unterschiedes zwischen Nr.7 und 8 in den Ver- 
suchen B gilt das in Versuch 4 Gesagte, daB der Unterschied in der 
Hauptsache ein scheinbarer gewesen sein diirfte; nachdem der Aggre- 
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gationsmechanismus anfangs das Seine getan, war die Senkungs- 
geschwindigkeit in beiden Proben tatsichlich ungefahr  dieselbe. 
Zwischen 70 und 180 Minuten sinkt Nr. 7 von 7,5 auf 47 mm, d. h. um 
39,5 mm, Nr. 8 von 15 auf 61 mm, d. h. 46 mm; wihrend der Periode 
180 bis 240 Minuten in derselben Weise: Nr.7 17 mm und Nr.&8 ISmm; 
im letzteren Falle darf man jedoch wohl mit einer beginnenden Zu- 
sammenballung der Blutkérperchen rechnen, welche den Senkungswert 
pro Zeiteinheit also vermindert. Nr. 8 zeigt demnach wirklich eine 
etwas gréBere Senkungsgeschwindigkeit; der Unterschied ist zwar 
nicht so groB, wie man, allein nach den 70 Minutenwerten zu urteilen, 
glauben sollte. Im iibrigen stimmt die etwas niedrigere Suspensions- 
stabilitat in Nr. 8 mit der etwas héheren Oberflachenspannung tiberein ; 
siehe Tabelle X XIX. 

Die Oberflichenspannung wurde in allen acht Plasmasuspensions- 
mischungen nach der Ringmethode von Brinkman und van Dam (7) 
und Tominaga (91) ausgefiihrt. 


Tabelle XXIX. 





1 > i @ 1 5 6 7 8 H,0 


k—G (nach Tomi- 

naga) gg... . | O113 0,113 0.126 0,118 0,107 0,130) 0,125 0,130 0,144 
Relative Ober- 

flachenspannung 0,785 0,785 0,875 0,785 0,743 0,903 0,867 0,903 1,000 


80 6 — TT IT 

4130 - — Qberftichen Spanng. \ f 

70 —Senkung nach 240’ 7, 5% | 1 
A & 


60 i + tr + + Bi 


mm Sernking 





—-— 2 es oe oF 
Probe Nr 
Abb. 5 


Aus Abb. 5 geht hervor, daB Oberflachenspannung und Senkungs- 
geschwindigkeit einander vollstandig folgen, ausgenommen Nr. 6 (mit 
Mastix). Das Mastix scheint die Senkungsgeschwindigkeit zu verringern, 
ohne daB es die Oberflachenspannung senkt. Beziiglich des Cholesterins 
entspricht durchweg eine hdhere Senkungsgeschwindigkeit einer 
gréBeren Oberflachenspannung, und umgekehrt. 
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Bestimmung der elektrischen Ladung der Blutkérperchen nach Aujenthalt in 
verschiedenem Plasma. 


Ein Tropfen der kraftig zentrifugierten Blutkérperchen wurde 
mit 5cem La(NQ,), in physiologischer NaCl-Lésung gemischt. 
Tabelle XXX. 





Blutkérperchen Blutkérperchen Blutkérperchen — Blutkérperchen 
aus Nr. 2 aus Nr. 4 aus Nr. 6 aus Nr. 8 


| 
| 


Molaritit 





La(N Os), o = o& LZ os ‘ z Se 
ce Re | 36 fe | $8 | & 
= aa | *2 26 «ae 3§ 
500 0) +--+ + 0 +}. 0 ra oe © 0 a oe 
1000 _ 0 ee er eS Sra ae ee ee eee 
: 2000 oe 0 —_ 0 0 J 0 WR ts 
Reine phys. NaCl . 0 0 0 ; 0 


Die Blutkérperchen wandern zur Anode. 
0 Die Blutkérperchen wandern tiberhaupt nicht. 
Schwache Aggregation. 
++ Mittelstarke Aggregation. 
+++ Sehr starke Aggregation. 


Die Kataphoreseversuche wurden sogleich nach dem Vermischen 
angestellt, die Aggregation wurde nach 2 Stunden abgelesen. 
Versuch 12. Senkungsprobe nach Zusatz verschieden konzentrierter Cholesterin- 


suspensionen zum Plasma.  Oberfldéchenspannungsbestimmungen in den 
Plasmamischungen und Entladungsbestimmungen der Blutkérperchen. 


Pferdeblut: Koagulation verhindert mit 1°/ 9, K,C,O,. 


Probe 1: 1 Volumen Plasma 0,475 Volumen 0,87°,iger Cholesterin- 
suspension mit 0,05°/ ,iger Seife 0,025 Volumen 18°, iges 
NaCl. 

Probe 2: 1 Volumen Plasma + 0,475 Volumen 0,09°,iger Cholesterin- 
suspension mit 0,05° o9iger Seife + 0,025 Volumen 18°,,iges 
NaCl. 


Probe 3: 1 Volumen Plasma + 0,475 Volumen 0,05°/g9iger Seite 
0,025 Volumen 18°,iges NaCl. 
Die Senkungsprobe wurde nach zweistiindigem Zentrifugieren 
vorgenommen; Nr. 1 und 2 waren noch nicht véllig klar. 1 Volumen 
Plasma + 0,7 Volumen ungewaschener Blutkérperchen. 


A. 


Senkungsprobe, unmittelbar nachdem die Blutkérperchen in die Plasma- 
mischungen hineinpipettiert waren. 








Tabelle XX XI. 
‘ Millimeter Senkung nach 
Nr. cmmeneerere 5 
70 Min. 130 Min. 180 Min 
1 1 2 3 
9 18 35 4} 
3 27 53 79 
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b. 


3 Stunden spater, nachdem man annehmen konnte, daB das Cholesterin 
adsorbiert war, wurden mit dem Rest in den Vorratsréhren neue Senkungs 
proben angestellt. 


Tabelle XX XII. 





Millimeter Senkung nach 


Nr. 
70 Min 130 Min 19 * 60 Min 
1 0 1 7 
2 2 7 75 
3 20 44 105 


In Nr. 1 und besonders in Nr. 2 ist ein auffallender Unterschied 
zwischen A und B wahrzunehmen (vgl. Versuche 8, 11). In bezug auf 
den Unterschied zwischen A3 und B3 gilt dasselbe, was betreffs 
der Versuche 4 und 11 (S. 28 u. 39) gesagt wurde. Zwischen 70 und 
130 Minuten sanken A3 26mm, B3 24 mm, also im groben ganzen 
gleich viel. 

Tabelle XX XIII. 


Oberflachenspannung: ,,Ringwert“’ des Wassers 0,147 g. 





Nr. K—G (nach Tominaga) in g Relative Oberfliichenspannung 
1 0,112 0,762 

2 0,119 0810 * 

3 0,134 0,912 


Hier tritt derselbe Zusammenhang zwischen Cholesterin, Ober- 
flachenspannung und Senkungsgeschwindigkeit zutage wie in den 
vorhergehenden Versuchen. 

Die Bestimmung der elektrischen Ladung der Blutkérperchen 
geschah in derselben Weise wie in den vorhergehenden Versuchen. 


Tabelle XXXIV. 





1 2 ; 
Molaritat 
La(N O3)3 Kata- Aggre- | Kata- Aggre- Kata- Aggre 
phorese gation phorese gation phorese gation 
, 500 0 rr 0 41. 1. 0 
1/1000 sschw.— +44 0 oa Or 0 4 
. 2000 —_ t schw. ++ 0 
1/4000 om 0) _ + schw. ie 
3000 : 0 - 0 1. 
NaCl phys. — 0 ~ 0 = 0 


Die Aggregation wurde nach 3 Stunden makroskopisch abgelesen. 


Die Entladung scheint nach dieser Zeit etwas weiter gegangen zu 
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sein, als unmittelbar nachdem die Mischungen bereitet worden 
waren. 


Nachdem Nr. 1, 2 und 3 einige Tage kraftig zentrifugiert worden 
waren, erhielt man Nr. 1 und 2 (Nr. 3 war natiirlich von vornherein 
klar) vollstandig klar. Spektrophotometrische Cholesterinanalysen 
nach Soxhletextraktion von 4,5 ccm (entsprechend 3 cem unverdiinntem 
Plasma). 

Tabelle XX XV. 





log Cholesterin, berechnet auf 


Nr. unverdiinntes Plasma 
1 1,36 | 
1,35 } 1,34 
1,31 | 
2 1,30 
199 | 1,29 
129 J 
3 1,02 | 
1,02 > 1,02 
1.02 | 


Versuch 13. Einwirkung der Cholesterin- und Lecithinsuspensionen auf die 

Senkungsgeschwindigkeit. Oberflachenspannungs-Bestimmungen an  Chole- 

sterin- und Lecithinsuspensionen und Seifelésungen. Viskositdtsbestimmungen 
und EiweiBfraktionsbestimmungen. 


Pterdeplasma wurde mit folgenden Lésungen versetzt : 


K 1 Volumen Plasma 
suspension in 0,045°/ ,iger Seife 


0,475 Volumen 0,9°,iger Cholesterin- 
0,025 Volumen 18°,iges NaCl. 


L 1 Volumen Plasma 0,475 Volumen 0,63°,iger Lecithinlésung 
(rein, synthetisch) -- 0,025 Volumen 18° iges NaCl. 


O 1 Volumen Plasma + 0,475 Volumen  0,045° ooiger Seite 
0,025 Volumen 18°,iges NaCl. 
Tabelle XXXVI. 


Senkungsprobe mit 1 Volumen K, L und O + 0,7 Volumen ungewaschener 
Blutkérperchen. 





mm Senkung nach 


Plasma NS IAC te 
70 Min. 130 Min. 
kK 2 3 
3 6 
3s 70 


Das Lecithin hemmte demnach die Blutkérperchensenkung in 
nahezu ebenso hohem Grade wie das Cholesterin. Oberflachenspannungs- 
bestimmungen an den zugesetzten Suspensionen: 
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Cholesterinsuspension, 0,9°/,ig, mit 0,045 %/o9 
Seife. ere ee oes 

0,045 °/o9 Seife allein 

Lecithinsuspension . 


Ringwert des Wassers 


K—G (nach 
Tominaga) ing 


0.0980 
0.0905 
0,139 
0,143 


Relative Ober- 
flachenspannung 


0,685 
0.633 
0.972 


1.00 


Lecithin setzte also die Oberflachenspannung nur unbetrachtlich 
DaB Seife allein diese 
noch starker als in Mischung mit dem an und fiir sich die Oberflachen- 


herab, Cholesterin mit Seife dagegen stark. 


spannung senkenden Cholesterin herabsetzt, scheint zuerst paradox, 
Die Erklarung hierfiir mub 
jedoch die sein, daB die Seife in der Cholesterinsuspension in der AuBen- 


zumal beim Vergleich mit Versuch 11. 


schicht der Cholesterinpartikelchen adsorbiert liegt und dadurch zu 
einem gewissen Grade verhindert wird, an die Oberflache zu kommen, 
um dort den starken, die Oberflichenspannung senkenden Effekt 
auszuiiben, der in der reinen Seifenlésung zum Vorschein kommt, 
vgl. Iscovesco (37). 
kleine Seifenmenge quantitativ von den Plasmakolloiden adsorbiert, 


Im Plasma wird wahrscheinlich die zugesetzte 


weshalb eine Senkung der Oberflachenspannung oder eine Verzégerung 
der Senkung (vgl. Versuch 9) bei diesen kleinen Seifenmengen nicht 
zustande kommen diirfte, hingegen selbstverstandlich in héheren 
Seifekonzentrationen. 


Tabelle XX XVIII. 


Viskositatsmessungen an K, L und O. 
g 





rurchle ze ‘ - : 
Durchianfareit Spez. Gew. Relative Viskositit Durchschnittswert 





Sek. 
H,0 44,0 1 1,00 1.00 
K 58,2 1,018 1,34 
K 58,4 1,018 1,35 1,35 
K 58.3 1,018 1,345 
L 83,2 1,018 1,92 | 1.93 
L 83.6 1,018 1,93 | 
oO 58.6 1,018 1,35 ) 1.35 
oO 58.6 1,018 1.35 | 


Wahrend also Cholesterin die Viskositat 


Versuch 9), wird diese 


durch 


nicht beeinfluBt (vgl. 


Lecithin sehr bedeutend gesteigert. 
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Das in diesem Falle zugesetzte Lecithin entspricht einer Steigerung 
des Gehalts im fertig verdiinnten L von 2,0°/59, also eine recht an- 
spruchslose Menge, wohl denkbar wenigstens als pathologische Variation. 
Selbst wenn dieser Versuch nicht ohne weiteres auf die nativen Ver- 
haltnisse im Plasma iibertragen werden kann, so mu dennoch zugegeben 
werden, da} das Resultat z. B. die tibrigens allgemein kritisierte Rohrer- 
sche Bestimmung des Albumin-Globulinquotienten im Serum mittels 
der Viskositat, sehr fragwiirdig macht. 


Tabelle XX XIX. 
Bestimmung der EiweiBfraktionen in K, L und O nach Theorell und 
Widstrém. 


Prozentgehalt EiweiB, berechnet auf unverdiinntes Plasma. 





Fibrin Globulin Albumin Gesamteiweil 
Oo 0 0 0 0 { 0 
kK 0,348 2,70 3,76 6,81 bestimmt 
L 0,434 2.64 3,83 6,90 (ber. aus F + G+ A) 
O 0.347 2,59 3.87 6,81 bestimmt 


Die Werte sind innerhalb der Fehlergrenzen dieser Mikromethode 
mit einer Ausnahme, dem hohen Wert fiir Fibrin in L, iibereinstimmend. 
Dieser hohe L-Wert beruht indes darauf, daB das Fibrinkoagulum in 
L den gréBten Teil des zugesetzten Lecithins, das ja etwas stick. 
stoffhaltig ist, in sich aufgenommen hat. Ob dies als Erklarungsgrund 
hinreicht, ist aber unsicher. Der Stickstoff kommt im Lecithin als ein 
Alkylamin vor; Cholin und Alkylamine lassen sich bei Verbrennung 
mit Schwefelsiure im allgemeinen nur mit Schwierigkeit spalten. in 
unzerteilter Form sind sie einer Oxydation. durch Hypobromit un- 
zugainglich. Die Folge ist, daB bei der Methode 7’. Teorells nur ein 
Teil des in Alkylaminen vorhandenen Stickstoffs mit in den Analysen- 
wert kommt. Es ist auch méglich, daB das Auswaschen der Mutter- 
lauge aus dem groBen aufgequollenen Koagulum in L nicht vollstandig 
gelungen ist. Jedenfalls zeigen spitere Versuche (siehe Versuch 15), 
daB eine Steigerung des Fibringehalts durch Lecithinzusatz nicht statt- 
findet. Eine solche ware auch a priori héchst unwahrscheinlich. 


Versuch 14.  Einwirkung verschieden groBer Lecithinzusdtze zum Plasma 
auf die Senkungsgeschwindigkeit. Viskositdtsmessungen an Plasma. 


K 1 Volumen Pferdeplasma + 0,475 Volumen 0,8°,iger Cholesterin- 

suspension in 0,04°/),iger Seife + 0,025 Volumen 18°,iges NaCl. 
L = 1 Volumen Pferdeplasma + 0,475 Volumen 1° ,iger Suspension 
reinen, synthetischen Lecithins + 0,025 Volumen 18°, iges NaCl. 


O = 1 Volumen Pferdeplasma + 0,475 Volumen H,O + 0,025 Vo- 
lumen 18°,iges NaCl. 
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Tabelle XL. 
Senkungsprobe direkt ohne Zentrifugieren. 
0.7 cem ungewaschener Blutkérperchen 
Minuten — 
nach Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr.5 Nr. 6 
Beginn O75eem L | 050cem L | 0,25 cem L 
10cem L 16.con0 | 4 0.50cem0 : 0. heemO loecem kK locem O 
60 05 1 1.5 8 1 16 
90 05 1,5 3.5 5.5 1.5 23 
120 1 1.5 4.5 7,5 2 28 
159 1 1.5 6.0 a) 2.5 33 
15 x 60 26 8 15 21 4 9] 
20 x 60 30 23 17 24 12 96 
22 « 60 31 26 18 25 12 96 


Die starke Hemmung sowohl durch Cholesterin als auch 
tritt hier wie friiher zutage. 
licherweise eine starkere Senkung als Nr. 2, 3 und 4. 


Lecithin 


Nach 15 Stunden zeigt Nr. 1 eigentiim- 
Zwischen 15 


und 20 Stunden sinkt Nr. 2 plétzlich mehr als waihrend der ganzen 
£ 


Zeit vorher. 


an die aus den _ klinischen Senkungsreaktionen 


Der ganze Verlauf in Nr. 1 und 2 erinnert etwas 
bekannten soge- 


nannten ,,Knickungen“, bei denen die Senkung erst nach einer 


geraumen Zeit in Gang kommt, 1, 
ganz plétzlich. 


Tabelle X LI. 


Viskositatsmessung. 





Durchlaufszeit : . Relative 
Spez. Gew. 


Sek. Viskositat 
K 9,3 1,018 1,39 
L 12,0 1,015 1,80 
0 9,3 1,018 1,39 
H,O 6,8 1,000 1,00 


Versuch 15, 
tonieresistenz, elektrische Ladung der Blutkérperchen. 
Lecithin an den Blutkérperchen adsorbiert wird. 


L 20 cem Pferdeplasma 
0,25 cem 18° ,iges NaCl. 
4,75 cem H,O 


oO 20 ccm Pferdeplasma 


2, 3 bis 4 Stunden, und dann 


Einwirkung von Lecithin auf Senkungsgeschwindigkeit, H ypo- 
Untersuchung, ob 


4,.75cem 0,6°,iger Lecithinsuspension 


0,25 cem 18°, iges NaCl. 
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Tabelle XLII. 


Senkungsprobe: 1 Volumen L bzw. O + 0,7 Volumen Blutkérperchen. 





; ‘ mm Senkung in 
Min. nach Beginn " 


L 0 

37 0,8 66 
46 1 80 
67 1 92 
107 1 97 


Die Blutkérperchen in L und O wurden abzentrifugiert und ihre 
Resistenz gegen hypotonische Kochsalzlésungen gepriift. 
0 = keine Haémolyse. 
= beginnende Hamolyse. 
stirkere Hamolyse. 
vollstandige Hamol yse. 


Tabelle XLII. 
5ecem NaCl-Lésung + 1 Tropfen Blutkérperchen. 





Oy NaCl 0,90 O81 0,72 0,63 0,585 0,54 0,495 0,45 
I, - Blutk. 0 0 ++ tt | eet te tt | +t 
ttt 0 0 0 0 ; he) gb | dd 


Das Lecithin senkte also die Hypotonieresistenz bedeutend, waihrend 
Cholesterin dieselbe steigerte (vgl. Versuch 5). 


Tabelle XLIV. 


Entladungsversuche an L- und O-Blutkérperchen mit La(NO,), in 
physiologischer Kochsalzlésung. 





Molaritat von La (N O03); 


1/2000 1/4000 1/8000 116000 


1/500 1/1000 
L +++ +++ of... -f J. ke of +++ 0 
0 ii Aol of 4.4. “4-4. +. of ahs ob “ff. oh. 0 


Im Gegensatz zu Cholesterin konnte demnach auf diese Weise 
keine Entladung durch Lecithin festgestellt werden. 


Es handelte sich alsdann darum, zu untersuchen, ob zugesetztes 
Lecithin von den Blutkérperchen adsorbiert wurde. Hierbei war es 
jedoch undenkbar, ohne weiteres Blutkérperchen zu L und O zuzusetzen 
und nach einer gewissen Zeit abzuzentrifugieren, denn der gréBte 
Teil des zugesetzten Lecithins kann als eine voluminése, gelatindse 
Masse wegzentrifugiert werden, in welcher, wie im folgenden gezeigt 
werden soll (Versuche 16, 17, 18 und 25), ein Teil des vorher im Plasma 
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vorhandenen Cholesterins adsorbiert war, weshalb sich dabei der Chole- 
steringehalt des Plasmas anderte und damit die Ladung der auf- 
geschlammten Blutkérperchen. Deshalb wurde der Versuch so aus- 
gefiihrt, daB zu gleichen Mengen L und O gleiche Mengen Blutkérperchen 
hinzugefiigt wurden, worauf diese spontan sedimentieren konnten, 
was fiir das L-Plasma natiirlich lange Zeit (2 Tage) in Anspruch nahm. 
Die Zeit wurde dadurch etwas verkiirzt, da das Probierrohr in einem 
Winkel! von 45° zur Unterlage aufgestellt wurde. Von der durch das 
Sinken der Blutkérperchen entstehenden obersten Plasmaschicht (L, 
bzw. O,) wurden 3 ccm von jeder abpipettiert zwecks Lipoidanalysen. 
5eem von L und 3cem von L, und O, wurden danach im Soxhlet 
extrahiert und in gewohnlicher Weise behandelt. Cholesterinanalysen 
mit Stufenphotometer, P-Bestimmungen nach Fiske-Subbarow. Bei den 
Cholesterinanalysen trat in diesem Falle, wohl infolge unvorsichtiger 
Eindunstung, eine leichte, kaum merkbare Verfairbung ein, fiir welche 
eine Korrektur vorgenommen wurde (siehe Kap. III). 


Tabelle XLV. 
Cholesterinbestimmungen. 


E Extinktionskoeffizient in 10 mm Schicht. 





log Chol. 

Zu jeder > E E in wit aeeetom %o9 Lecithin 
Chol.-Best. S61 S53 reduz Plasma reduziert auf 
cem Extrakt - - a unverdiinntes Plasma 

L Seo 
L 0,92 2,22 | i 
0 3 0,368 0,136 | 0,347 0,91 | go 

0 3 0,379 0,146 0,354 0,93 | rae 

L; 5 0,406 | 0,161 0,378 0,99 | 0.99 1,78 | 1.79 
L, 5 0,419 0,193 0,378 0,99 | , 1,79 | ad 
0, 5 0.383 0.167 0,350 0,92 | 0.98 01.) ses 
0; 5 0,401 0,186 0,361 0,94 | ™ 1,06 | at 


Hinsichtlich der Cholesterinwerte ist der etwas hohe Wert L, zu 
notieren. Der Unterschied ist so gering, daB er auf einem Analysen- 
fehler beruhen kénnte; andererseits ware es keineswegs undenkbar, 
daB das zugesetzte Lecithin aus den Blutkérperchen etwas Cholesterin 
adsorbieren kénnte, oder vielleicht richtiger, daB das Cholesterin eine 
neue Verteilung zwischen Blutkérperchen und Plasma —- zugesetztem 
Lecithin eingehe. 


Die Lecithinwerte zeigen fir L, im Verhaltnis zu L eine starke 
Senkung, d.h. die Blutkérperchen haben einen Teil des Lecithins 
adsorbiert in derselben Weise, wie es mit dem Cholesterin der Fall war 
(vgl. Versuch 10). 
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Versuch 16.  Senkungsprobe und Lipoidanalysen im Plasma, versetzt mit 
Cholesterin bzw. Lecithin, deren UberschuB abzentrifugiert war. 

K 1 Volumen Pferdeplasma + 0,475 Volumen 0,79°%iger Chole- 

sterinsuspension in 0,04° /,,iger Seife + 0,025 Volumen 18°, iges NaCl. 


L 1 Volumen Pferdeplasma 0,475 Volumen 1°,iger Lecithin- 
suspension 0,025 Volumen 18°,iges NaCl. 
O 1 Volumen Pferdeplasma + 0,475 Volumen H,O + 0,025 Volumen 


18°, iges NaCl. 
Die Mischungen wurden kraftig zentrifugiert ; L wurde vollstandig klar, 
K blieb etwas triibe. 
Tabelle XLVI. 


Senkungsprobe mit 2 Volumen Plasmamischungen 0,7 Volumen un- 
gewaschenen, stark zentrifugierten Blutkérperchen. 





mm Senkung nach 


20 Min. - 40Min. ~——sa60 Min. 
k 17 47 69 
L 15 52 75 
oO 21 58 82 


Die Unterschiede in der Senkungsgeschwindigkeit waren in diesem 
Falle recht gering, was sich aus den Lipoidanalysen erklart. Chole- 
sterinbestimmung mit Stufenphotometer, P-Bestimmungen nach Fiske- 
Subbarow. 

Tabelle XLVII. 





‘ al Cholesterin- — Lecithin- — 
( —* . mittel Lec oe mittel ( atoseasin 
00 loo 
K 1,369 | ot 1,195 
1373 | 1,371 1.186 | 1.19 2.56 
1,190 | 
L 0.781 | om 1,57 
0.786 | 0,784 160 | 
1.54 1,57 2.35 
157 | 
1.56 
oO 0,862 ae 1,36 
0.874 0,868 39 | 1.36 2.23 
134 | 


In diesem Falle hatte also wie gewéhnlich der abzentrifugierte 
LecithiniiberschuB einen Teil Cholesterin aus dem Plasma mitgenommen, 
aber eigentiimlicherweise hatte ganz analog der Cholesteriniiberschub 
einen Teil Lecithin mit sich gerissen. Diesen Effekt beim Cholesterin 
habe ich ab und zu beobachtet, aber er ist immer sehr schwach und nicht 


konstant. 
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Die Summe des Cholesterins und Lecithins wies infolge der vor- 
beriihrten Griinde recht geringe Variationen auf, diese gehen indes 
vollkommen parallel mit der Senkungsgeschwindigkeit. 


Versuch 17. Einwirkung von Cholesterin und Lecithin in verschiedenen Kon- 
zentrationen und Mischungen auf Lipoidgehalt und Senkungsgeschwindigkeit. 


Pferdeplasma wurde teils mit 0,79°,iger Cholesterinsuspension, 
mit 0,04°/, iger Seife, teils mit 1° ,iger Lecithinsuspension nach 
folgendem Schema versetzt: 


Tabelle XLVIII. 





Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
0 a 6 16 6 |6 {6 6 i616 i6 
Cholesterinsuspension, ccm . 2,7 0,5 22/1 05 
Lecithinsuspension, cem og 27)1 | 0,5) 1,7 | 22 
3 ERAS ee ar 17. 22 1,7 2,7 
NaCl, 9%ig, cm. ...... 03° 03 03:'03/038 03 03 03 03 


Nach zweitagigem Zentrifugieren in der Winkelzentrifuge im Eis- 
schrank, um Faulnis zu verhindern, waren alle Proben, auBer Nr. 1 
und 6, véllig klar. Auch diese waren jedoch nur unbedeutend getriibt. 

Dann wurden 4,5 cem von jeder in gewéhnlicher Weise im Soxhlet 
extrahiert. Cholesterinbestimmungen mit Stufenphotometer. Nephelo- 
metrische P-Bestimmungen nach Kleinmann. 

Senkungsreaktionen mit 1 Volumen Plasma + 0,7 Volumen 
frischen, ungewaschenen Blutkérperchen. 

Die simtlichen erhaltenen Werte sind in nachstehender Tabelle 
wiedergegeben. 

Aus dieser Tabelie geht, wie schon friiher, hervor, daB auch nach 
einem Zentrifugieren, das eine kristallklare Fliissigkeit gibt, ein Teil des 
zugesetzten Lecithins in Lésung bleibt (Nr. 4, 7, 8). Ferner erwies sich 
der Cholesteringehalt nach Abzentrifugieren des Uberschusses an zu- 
gesetztem Lecithin niedriger als vorher; das Lecithin hatte einen Teil 
des Plasmacholesterins gelést oder adsorbiert (Nr. 4 und 5). Infolge- 
dessen war in diesem Falle die Senkungsgeschwindigkeit in Nr. 4 und 
5 gréBer als in Nr.9, d.h. der verminderte Cholesteringehalt iiber- 
kompensierte hier den gesteigerten Lecithingehalt (in Nr. 4; Nr. 5 hatte 
wahrscheinlich einen fehlerhaften Lecithinwert). Der Zusammenhang 
zwischen Suspensionsstabilitat und Lipoidgehalt im Plasma war ziemlich 
offenbar; eine absolute Parallelitét kann man kaum verlangen, da die 
nephelometrische P-Bestimmung an Zuverlassigkeit etwas hinter den 
iibrigen benutzten P-Bestimmungsmethoden zuriickbleibt ; auBerdem gilt 
auch hier das iiber den Aggregationsmechanismus friiher Erwahnte, da 
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Tabelle IXL. 





Zusatz zu 6 cem Plasma 





0 
Se k r 00 ‘00 nf 0 00 00 . 
Nr. ah GO Min’ |\Choleggerin Cholesterin|| 10/08; Lecithin 0,79 0 1%), 
Mittel Mittel Cholesterin Lecithin 
1 31 1,04 | 1,07 ai 
104 1,04 11 1,09 27 
2 54 0,875 1,03 | ‘ 
0885 | O88 1.09 1,06 1,0 
3 59 0,817 | 1,06 | , 
0.807 || 0,81 112 | 1,09 0.5 
4 82 0,653 : ae ee 
ase 0,66 ao |} 180 27 
5 76 0,639 | 1,00 | 
0,640 | °64 o93 |; %99 1,0 
6 31 0,856 |) noe See . 
0.849 | 0,85 03 | 1,07 2,2 0,5 
7 5B 0,872 |) non 1,16 
0.875 || 8% 121 | 1,19 1,0 1,7 
1,20 
8 72 0,800 - 1,19 
0.777 |j %9 1'21 | 1,20 05 2,2 
1,21 
9 64 0,755) on 1,05 | , 
0.765 { 0.76 1.07 | 1.06 


ein vereinzelter Einstundenwert kaum als ein vollauf giiltiger Ausdruck 
fiir die Senkungsgeschwindigkeit anzusehen ist (siehe Versuch Nr. 5). 
Vergleicht man Nr. 1, 2, 3 und 9, wird man einsehen, daB sich mit der 
zugesetzten Cholesterinmenge nroportionale Mengen gelést hatten 
(vgi. Versuch Nr. 9). In Nr. 6, 7*und 8 liegen schwer zu iiberblickende 
Verhaltnisse vor, da das Lecithin ja teils den Cholesteringehalt durch 
Adsorption des Cholesterins an den abzentrifugierbaren Uberschu8 
vermindert, teils wahrscheinlich zu einem gewissen Grade den Cholesterin- 
gehalt durch Schutzkolloidwirkung auf das zugesetzte Cholesterin bei 
einem Teil des Lecithins, das in Lésung bleibt, vermehrt. 


Versuch 18. Vergleich zwischen der Lipoidverteilung auf die verschiedenen 
EiweiBfraktionen in mit Lecithin versetztem Plasma und solchem ohne Lecithin. 
I, = 1 Volumen Pferdeplasma + 0,475 Volumen 1% iger Lecithin- 
suspension -+- 0,025 Volumen 18° ,iges NaCl. 
O = 1Volumen Pferdeplasma + 0,475 Volumen H,O + 0,025 Vo- 
lumen 18°,iges NaCl. 


Unmittelbar nach Zubereitung von L und O wurde je ein Teil der 
beiden mehrere Stunden zentrifugiert. Nachdem L védllig klar war 
(O war bereits beim Beginn klar), wurden 4,5 ccm L und O (bezeichnet 
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mit 7'L und 7'O) im Soxhlet in gewéhnlicher Weise extrahiert. Wahrend 
dies geschah, war der andere Teil von O und L, in dem also noch ein 
UberschuB an Lecithin vorhanden war, mit gesattigter Ammonium- 
sulfatlésung zu 27°, Sattigung versetzt und klar zentrifugiert worden. 
Aus der klaren Mutterlauge F L und FO wurden Mengen entsprechend 
TL und TO im Soxhlet extrahiert, wihrend die Reste mit noch 
weiterer gesittigter Ammoniumsulfatlésung bis zu 50 °,, Sattigung ver- 
setzt und zentrifagiert wurden. Von der klaren Mutterlauge wurde ein 
Teil im Soxhlet extrahiert und mit GL und GO bezeichnet. 


Tabelle L. 


Cholesterinbestimmungen mit Stufenphotometer. P-Bestimmungen sowohl 
nephelometrisch als auch titrimetrisch mit NaBrO. 





aaa % 99 Lecithin ®/o9 Lecithin %/o9 Lecithin 0 ee ®/o9 Cholesterin 
Seeaie nephelometrisch — titrimetrisch Mittelwert og Comedian Mittelwert 
TL 1,82 1,92 1,87 0,509 0,512 
0,515 
TO 1,28 1,30 1,29 0,509 0,515 
0,521 
FL 1,33 1,37 1,35 0,424 0.420 
0,416 
FO 0,91 0,91 0,91 0,416 0,419 
0,422 
GL miblungen 0,76 0,78 0,316 0,318 
0,80 0,320 
GO 0,78 0,324 0,318 
0,75 miblungen 0,77 0,312 


Aus der Tabelle geht hervor, daB in diesem Falle keine sicher nach- 
weisbare Herabsetzung des Cholesteringehalts durch die Lecithin- 
behandlung eingetreten ist. Bei einer energischeren Behandlung 
verringert sich jedoch der Cholesteringehalt regelmaBig (siehe Versuch 25). 
Das Lecithin hatte sich indes klar aufgelést, so daB der Gehalt von 
1,29 auf 1,87°/5. stieg. Bei Sattigung mit Ammoniumsulfat zu 27° 
verteilte sich das Gesamtlecithin zwischen ,,Fibrinogen“-Fallung und 
-Lésung in folgender Weise: 


Tabelle LI. 








In der Fallung In der Lisung 
%9 vom Lecithin ®'9 vom Lecithin 
if 0,52 s “ 
a ee 100 - - = 2158 72,2 
Gesamtlecithin L 1,87 
‘O 0,38 * én «2 
-—— vO ro 100 - 29,5 70,5 
Gesamtlecithin O 1,29 
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Hier scheint demnach das Lecithin in seiner Verteilung zwischen 
Fallung und Lésung bei 27°, Sattigung mit Ammoniumsulfat dem 
Verteilungsgesetze zu folgen. Selbstverstandlich muB man vorsichtig 
sein, aus diesem einzigen Falle Schliisse zu ziehen, da es sich ja der 
Beurteilung entzieht, ob man recht hat, ohne weiteres das als eine 
Tribung vorhandene UberschuBlecithin als einen indifferenten Kérper 
anzusehen, so daB man nach Ausfallung desselben mit der ,,Fibrinogen‘- 
Fraktion dasselbe Filtrat erhalt wie vor dem Abzentrifugieren des 
UberschuBlecithins. Dies ist zwar wahrscheinlich, aber  keines- 
wegs sicher. Rechnet man nur den titrimetrischen, wahrscheinlich 
sichereren Wert 1,92° /,4, so erhalt man die Werte 29,7 °,, und 29,5°., des 
Gesamtlecithins in den ,,Fibrinogen‘‘-Fallungen von L bzw. O. 

Bei Sattigung zu 50°, fiel der ganze Rest des zugesetzten Uber- 
schusses aus, wie dies mit dem Cholesterin der Fall war (siehe Versuch 10). 

Der Quotient Cholesterin : Lecithin ist in den drei Fraktionen des 
O-Plasmas: 


0,096 
Fibrinogen: ------ 0.30 == O22. 
; . 0,101 rm 
Globulin - -- +--+: 0.20 - 0,505, 
Albumin: --+--:+=+- Ores = 0,418. 
0,77 


Der niedrige Quotient fiir Fibrinogen weicht in diesem Falle von den 
vorhergehenden Ergebnissen [Theorell (90)] ab, andererseits aber sind 
die Ziffern fiir Fibrinogen ziemlich unsicher als Unterschiede zwischen 
zwei Zahlen von derselben GréBenordnung. Der Unterschied zwischen 
Zlobulin und Albumin dagegen bleibt konstant (vgl. auch die Versuche 19 
und 20). 

Die EiweiBfraktionen wurden mit der MgSO,-Sattigungsmethode 
bestimmt, wobei folgende Werte erhalten wurden: 





Tabelle LII. 
Plasma ©, Gesamteiweib ®/, Fibrin ® 4 Globulin ®', Albumin 
L 7,27 0,567 2.64 4.06 
0 7,19 0,563 2,62 4.01 


Die erhaltenen Unterschiede liegen innerhalb der Fehlergrenzen der 
Methode. Es kann demnach als endgiiltig bewiesen angesehen werden, 
daB weder Cholesterin (siehe Versuche 6, 13) oder Lecithin (vgl. auch 
Versuch 13) die Fdllungsgrenzen der EiweiBkorper in irgendeiner W eise 
verschieben noch Eiweif adsorbieren, das in diesem Falle verschwinden 
wiirde, wenn der Uberschu8 an Lipoiden abzentrifugiert wird. 
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Versuch 19. Bestimmung der Lipoidverteilung an ausgefdlitem und in Lésung 
zuriickbleibendem EiweiB bei Elektrodialyse und Ammoniumsulfatfraktionierung 
von Pferdeserum. 


700 cem frisches Pferdeserum, mit etwas Toluol versetzt, wurden in 
W. Paulis Apparat elektrodialysiert, bis nach zwei Tagen die Strom- 
starke auf Null heruntergegangen war und das eingekoppelte Voltmeter 
die Netzspannung 220 Volt aufwies. Hierbei wurde aus dem Serum 
, Euglobulin“ ausgefallt. Der Apparat wurde quantitativ mit destilliertem 
Wasser ausgespilt. Infolge der Volumenverminderung wahrend der 
Elektrodialyse wurde das schlieBliche Volumen nur 773 ccm nach dem 
Auswaschen. Der Niederschlag wurde abgenutscht, aber nicht ge- 
waschen. Statt dessen wurde der Niederschlag naB gewogen, das Ge- 
wicht eines gleich groBen, nassen Filters abgezogen und der Wasser- 
gehalt an einem aliquoten Teil bestimmt; daraus konnte der Gehalt an 
Mutterlauge und nach der Bestimmung des EiweifSgehalts der Mutter- 
lauge der Prozentgehalt an ,.Euglobulin“ im Serum berechnet werden. 


100 cem des urspriinglichen Serums wurden mit dem gleichen 
Volumen gesattigter Ammoniumsulfatlésung versetzt. Der Niederschlag 
an ,,Globulin“ wurde abgenutscht, dreimal mit halbgesattigter Am- 
moniumsulfatlésung gewaschen und das Volumen des Filtrats gemessen. 
Zu den Lipoidbestimmungen wurden folgende Mengen und Bezeich- 
nungen verwendet : 


Tabelle LIIT. 





Die extrahierte Menge entsprach 


Bezeichnung 
eem urspringlichen Serums 


Urspriingliches Serum .. . I 75 
Dialyse-Filtrat. ...... II 75 
Dialyse-Niederschlag ... . Tl 700 
(NH,),SO,-Filtrat. .. .. IV 100 
(NH,y).SO,4-Niederschlag . . V 100 


Fir die Lipoidextraktion wurden I, Il und IV mit drei Volumen 
Aceton ausgefallt und zum Sieden erhitzt. Die entstandenen Nieder- 
schlage wurden abfiltriert und wie III und V mit Alkohol im Soxhlet- 
apparat extrahiert. Der Extrakt von III] und V wurde im Vakuum 
eingedunstet und in 100 ccm Chloroform aufgenommen. Die Extrakte I, 
II und IV wurden mit den Filtraten aus den Acetonfallungen vereinigt 
und mit Natriumsulfat getrocknet. Das Trocknen wurde darum 
vorgenommen, um die empfindlichen Phosphatide beim Eindunsten vor 
allzuviel Wasser mit daraus folgenden héheren Temperaturen und der 
Gefahr einer Hydrolyse zu schiitzen. Das Natriumsulfat wurde abfiltriert, 
mehrmals mit absolutem Alkohol auf dem Filter gewaschen und 
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danach das Filtrat im Vakuum eingedunstet. Der Riickstand wurde in 
100 ccm Chloroform aufgenommen. 

EiweiBbestimmungen in I und IV wurden durch Zusatz von gleichen 
Volumina n/25 Essigsiure (+ etwas (NH,),SO, zu 1) ausgefiihrt; 
Koagulation auf dem Wasserbad, Filtrieren der Niederschlage, Waschen 
auf SO; auf dem Filter mit Wasser, mehrmaliges Auswaschen mit 
Alkohol und Ather, Trocknen und Wagen. 

Lipoidbestimmungen an den Extrakten: P-Bestimmungen nach 
Pregl. Die Cholesterinanalysen teils spektrophotometrisch, teils mit 
Digitonin nach Windaus: zuerst wurde der unbehandelte Extrakt mit 
Digitonin in alkoholischer Lésung gefallt. Das als Digitonid aus- 
gefallte, freie Cholesterin wurde dann gewaschen, getrocknet und 
gewogen. Der DigitoniniiberschuB im Filtrat wurde durch wiederholtes 
Ausschiitteln zwischen Ather und Wasser im Scheidetrichter wegge- 
schafft. Das Digitonin geht in die Wasserschicht, die Cholesterinester 
in die Atherschicht. Der Ather wurde verdunstet, der Riickstand auf 
gewohnliche Weise mit Na-Alkoholat verseift. Das frei gemachte 
Cholesterin wurde von Na-Alkoholat und Seifen durch wiederholtes 


Tabelle LIV. 





Als Ester gebundenes Cholesterin °/»¢ 


Freies Cholesterin 








Lecithin °/99 oo E 2 
Nr. yg 3 5 E E 
I “€ 22 & 
Il + If 1t + Il = a a 
IV+V V+V ee ey = 
ra F. = 
I 7,25 | 1,85 1,85 || 0,23 0,23 0,71 0,71 0,71 0,71 
I | 643 1,58 o fl 018 |) noo fi 9,50 | 058 hoe: 
mm | 092 O24 | 182)! og | %2 1 O15 015 19:85 0,68 
IV. 352 1,29 ) » f! O18 |) poo fi 0,87 | 0,40 | nee on 
v | 378 057 j 1%}; ooo j % |] ose | oss | %? | %% 
Gesamtcholesterin ©/99 
ae en ates ne ee ng AE sevice 
Nr. 1 + Tl 
Mit Digitonin — Spektrophotometriseh Soe ED... b..'. tae ene 
Mit Digitonin Spektrophotometrisch 
I 0,94 0,94 0.94 0,94 
ll 0,68 0,71 i" 
’ 0 0,90 
iT 0,19 0,19 Pea 4 
IV 0,50 0,53 0.91 0.94 


V 0,41 0,42 
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Ausschiitteln zwischen Ather und Wasser im Scheidetrichter getrennt. 
SchlieBlich wurde das Cholesterin mit Digitonin wie friiher bestimmt. 

Die angegebenen Ziffern zeigen den berechneten Gehalt des ur- 
spriinglichen Serums. 

Da hier innere Kontrollen durchwegs vorhanden sind, hat man 
ausgezeichnete Méglichkeiten, die Zuverlassigkeit der Lipoidanalysen zu 
beurteilen. Die Lecithinwerte stimmen, so gut man es nach so vielen 
Manipulationen verlangen kann, iiberein, ebenso die Werte fiir freies 
Cholesterin, wihrend der Wert fiir die Cholesterinester besonders in 
IL und III etwas niedrig liegt. Verwendet man die spektrophotometrisch 
gefundenen Werte, welche eine zufriedenstellende Ubereinstimmung mit 
den mit Digitonin erhaltenen aufweisen (vgl. Theorell, |. c.), erhalt man 
eine beinahe vollstandige Ubereinstimmung. IT und III liegen jedoch in 
bezug auf Lecithin und Cholesterinester immer noch etwas niedrig. 
Dies diirfte mit Sicherheit auf eine unvollstandige Extraktion von 
III zuriickzufiihren sein, dessen schmierige Konsistenz es fiir eine 
Extraktion im Soxhlet ungeeignet machte. 

Das Verhaltnis Cholesterin: Cholesterinester war etwa = 1: 3, 
was ungefihr dem in der Literatur fiir Pferdeserum als normal an- 
gegebenen gleichkommt. Wacker und Hueck (93) geben 1 : 3,3 an. 

Hinsichtlich der Verteilung auf die verschiedenen Fraktionen 
scheint dieses Verhaltnis ungefahr aufrechterhalten zu werden: die 
Quotienten fiir I bis V sind 0,32, 0,34, 0,27, 0,35 und 0,27. Mit den 
beiden Globulinfraktionen III und V sind jedoch verhaltnismaBig etwas 
mehr Ester als freies Cholesterin ausgefallt worden. Der Unterschied ist 
jedoch unbedeutend. 

Es wurden Analysen von Oxycholesterin versucht (7'heorell,1.c.), 
aber sie gaben keine zufriedenstellenden Resultate. Dieser Koérper 
scheint ziemlich labil zu sein und erfordert besondere VorsichtsmaBb- 
nahmen bei der Darstellung der Extrakte, um zuverlassige Analysen- 
resultate zu ergeben!. 

In den folgenden Tabellen sind fiir die verschiedenen Fraktionen die 
Quotienten Gesamtcholesterin : Lecithin, Cholesterin: EiweiB, Leci- 
thin : EiweiB, und wie viele Gramm Eiwei einem Molekiil Cholesterin 
bzw. Lecithin entsprechen, ausgerechnet. Die Cholesterinwerte wurden 
spektrophotometrisch gefunden. 


1 Als Testsubstanz wurde hier ein Praparat verwendet, das ganz wie 
dasjenige in der ersten Mitteilung des Verfassers in dieser ZeitSchr. 175, 305, 
1926, hergestellt wurde. Dank einer persénlichen Mitteilung von Professor 
A. Windaus, daB Oxycholesterin nach der von Lifschiitz angegebenen 
Methode nicht rein dargestellt werden konnte, wurde dieses Praparat sehr 
sorgfaltig auf Kohlenstoff und Wasserstoff analysiert. Die gefundene Zu- 
sammensetzung stimmte sehr nahe mit der theoretischen Formel C,; Hyg0O, 
iiberein. 
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Tabelle LV. 

1 2 | 3 4 5 6 7 
j 1g Mol. | 1g Mol 
Nr Natur Cholesterin Cholesterin Lecithin Cholesterin| Lecithin 
ae des Eiweifes Lecithin Eiweifi Eiweif prog | prog 
Eiweif Eiweils 
I GesamteiweiB . . 0,51 0,013 0.0255 30.000 30 000 

II Pseudoglobulin 

+ Albumin. . 0,45 0,011 0,0246 35 000 32 000 
lil  Euglobulin .. . 0,79 0,023 0,0292 17 000 27 000 
Vv. }) Alama ...... 0,41 0,015 0,0366 26 000 21 000 
V Gesamtglobulin . 0,75 0,011 0,0153 35 000 51 000 


Aus Kolumne 3 geht hervor, daB mit den Globulinfraktionen II] 
und V auch in diesem Falle verhaltnismaBig mehr Cholesterin als 
Lecithin ausgefallt wurde, mit Il und IV umgekehrt. Dies gilt besonders, 
wie man erwarten konnte, fiir die labilste Fraktion, Euglobulin. Dieses 
weist auch, Kolumne 4, den héchsten Wert fiir den Quotienten Chole- 
sterin : KiweiB auf, wahrend dieser Wert fiir Lecithin : EiweiB weder 
auffallend hoch noch niedrig ist. In Kolumne 5 tritt besonders der 
hohe Wert fiir IV im Vergleich zu dem niedrigen fiir V zutage. Die 
Molekulargewichte der drei hier in Rede stehenden EiweiBkérper waren 
und sind, wie man vielleicht sagen kann, noch umstritten. Serensen 
[zitiert nach Cohn (15)] nimmt auf Grund von osmotischen Druck- 
messungen 140000, 80000 und 45000 als wahrscheinliche Molekular- 
gewichte von Euglobulin, Pseudoglobulin und Albumin an, wahrend 
Svedberg und Sjégren (87) den Unterschied zwischen Eu- und Pseudo- 
globulin auf Grund ihrer Resultate beim Ultrazentrifugieren als Artefakt 
erklaren. Demnach soilte Serumglobulin einheitlich sein mit einem 
Molekulargewicht von 103800 —- 3000, wihrend das Molekulargewicht 
von Serumalbumin 67500 -- 2000 sein sollte. Werden die von Svedberg 
und Sjégren angegebenen Werte als richtig angenommen, so findet man, 
daB ein Molekiil Euglobulin in diesem Falle beinahe genau sechs Molekiile 
Cholesterin gebunden haben sollte, wihrend ein Molekiil Gesamtglobulin 
drei Molekiile Cholesterin gebunden hatte. Eine entsprechende Aus- 
rechnung fiir Albumin gibt einen ungleichmaBigen Wert. —- Aus diesem 
einzigen Falle lassen sich selbstverstandlich keine bestimmten Schliisse 
ziehen. 


Versuch 20. Die Verteilung der Lipoide auf die EiweifBjraktionen des Plasmas 
bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen mit Ammoniumsulfat 
ausgesalzt. 


Pferdeplasma wurde mit steigenden Mengen 0,4 n H,SQ, versetzt. 
Eine Serie (F) wurde mit gesattigter Anmoniumsulfatlésung bis 
27 °,, Sattigung, eine zweite (G) bis 50°, Sattigung versetzt. Danach 
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wurde klar zentrifugiert und kolorimetrische py-Messungen an den 
klaren Fliissigkeiten mit Nitrophenolindikatoren angestellt. 


Tabelle LVI. 


























Be- || Plasma psc H,O (NHy)280 
zeichnung || ht : pep 1 eng Indikaton Pu 
} eem ecm com eom 
yg §-- 0,0 3,0 6,65 Meta-Nitrophenol 7,46 
F Wm | 15 1,0 2,0 6,65 Para-Nitrophenol 6,54 
Fl | 15 1,5 1,5 6,65 ° 5,99 
k IV 15 2,0 1,0 6,65 . 5,57 
- Fy 15 2,5 0,5 6,65 y-Dinitrophenol 5,06 
F VI 15 3.0 0,0 6,65 - 4.70 
G oi 15 0,0 3,0 18 Meta-Nitrophenol 7,41 
G I 15 1,0 2,0 18 Para-Nitrophenol 6,42 
G Ill 15 1,5 1,5 18 B 6,12 
G IV 15 2.0 1,0 18 ‘. und 
y-Dinitrophenol 5,59 
G V 15 2.5 0.5 18 rt 5,07 
G VI 15 3,0 0,0 18 . 4,77 
3 T T } 
| | 
1 | 
6 5 o 
Abb. 6. 


e=F, O=64. 


Abb. 6 zeigt den Zusammenhang zwischen der zugesetzten Schwefel- 
siuremenge und dem py. Die Anderung im pq verlauft bei Erhéhung 
des Schwefelsiurezusatzes in diesem Falle approximativ nach einer ge- 
raden Linie. Der gréBere Gehalt an Ammoniumsulfat in G, verglichen 
mit F, und das Fehlen von Globulinen in G scheint keinen EinfluB 
auf das py zu haben. 

EiweiB- und Lipoidbestimmungen wurden teils mit dem unbe- 
handelten Plasma (T), teils mit allen Filtraten angestellt. Die Eiweib- 
analysen wurden folgendermaBen ausgefiihrt: in T direkt mit 7’. T’eorells 
Natriumhypobromitmethode, in F und G wurde eine hinreichende, in 
die Verbrennungsréhre pipettierte Menge zuerst mit einem Uberschu8 
an Magnesiumoxyd unter Zusatz von 50 °,, Alkohol behandelt. Nach 
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Verdunsten auf dem Wasserbade wurden neuerdings 50°, Alkohol 
dazugegeben und mehrmals verdunstet, bis in den Dampfen kein 
Ammoniak (aus dem Ammoniumsulfat) mehr nachgewiesen werden 
konnte. Darauf wurde mit Schwefelséure verbrannt und in der von 
Teorell angegebenen Weise weiterhin verfahren. 

Zwecks Lipoidanalysen wurden in Soxhletapparaten mit Alkohol 
Mengen, entsprechend 3 ccm des urspriinglichen Plasmas, extrahiert. 
Von T wurden zwei gleiche Extrakte, T, und T,, hergestellt. Cholesterin- 
analysen mit Stufenphotometer, P-Analysen nach Fiske-Subbarow 
im Stufenphotometer. 

Das Filtrat G VI war praktisch biuretfrei. Sein N-Gehalt betrug 
0,24°/49, entsprechend 0,15°, EiweiB, also ungefaihr der normale 
Reststickstoffgehalt im Plasma. Alle EiweiBwerte wurden daher um 
0,15 verringert. 

Die Resultate der Tabelle LVII sind in Abb. 7 zusammengestellt. 
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Betrachtet man zuerst die EiweiBwerte, so findet man, daB bei 
27°, Sattigung zwischen py 6,0 und 5,6 auch anderes EiweiB als Fibrino- 


gen auszufallen beginnt, héchstwahrscheinlich Globuline. Bei 50°, 
Sattigung beginnt diese gesteigerte Fallung, in diesem Falle von Albumin, 
sich zwischen py 6,4 bis 6,1 geltend zu machen. An dem isoelektrischen 
Punkt der Albumine, py = 4,7, scheint die 27 °,,ige Sattigung in gewissen 
Beziehungen dieselben Resultate zu geben wie die 50°,,ige bei py = 7,4, 
indem sowohl Eiweif- als auch Cholesteringehalt in F VI und GI 
gleich hoch sind, wahrend dies fiir Lecithin nicht der Fall ist. 
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Der Niederschlag von Lipoiden bei 27 °,, Sattigung und verschie- 
denem py scheint mit den Niederschlagen von Eiweif einigermaBen 
gleichen Schritt zu halten. Doch ist schon bei F VI, Kolumne 9, beim 
Cholesterin eine Tendenz wahrzunehmen, daB es _ verhaltnismaBig 
leichter als EiweiB in Lésung bleibt. 


Der etwas héhere Cholesteringehalt in F 11, II und IV als in 
F I ist eigentiimlich. Selbst wenn in diesem Falle die weniger guten 
Doppelwerte in den Cholesterinbestimmungen dazu beitragen, daB ein 
solches Verhalten mit diesem Versuche nicht als bewiesen angesehen 
werden kann, ist dies jedoch schon ein AnlaBb, Verdacht zu schépfen, 
daB hier ein Freiwerden von Cholesterin aus dem Fibrinogen in Analogie 
mit dem Verhalten in spiteren Versuchen (siehe Versuch 24) vorliegen 
kénne. Die Unterschiede in den F-Werten in Kolumne 8 und 9 sind nicht 
groBer, als daB es wohl am richtigsten sein diirfte, die Durchschnitts- 
werte mit 1,90 und 1,21 anzugeben. 

Aus der G-Serie scheint deutlich hervorzugehen, daB auf der sauren 
Seite verhaltnismaBig mehr EiweiB als Lipoide ausgeschieden werden, 
siehe GI bis VI, Kolumne 8 und 9, sowie die Abb. 7. Besonders inter- 
essant ist G VI, das, trotzdem es eiweiBfrei ist, nicht unbedeutende 
Mengen Lipoide enthalt; dieser Umstand zeigt, daB fiir das in Lésung 
verbleibende Cholesterin im Plasma noch andere Schutzkolloide als 
EiweiB eine gewisse Rolle spielen (Phosphatide, Seifen, Gallensauren ’). 


Zum Vergleich mit den Versuchen 18 und 19 folgen nachstehend die 
ausgerechneten Cholesterin : Lecithinquotienten fiir die verschiedenen 
ausgefallten Fraktionen: 


Tabelle LVIII. 





i 2 3 4 5 
Cholesterin .. 
Lecithin “* 
Nr. Pu ; C1 ee mn ene 
.Fibrinogen* ~Globulin* ~Albumin* 
I 7,46—7,41 20 1,08 0,50 
II 6,54—6,42 oo 1,05 0,50 
II 5,99—6,12 oo 1,20 0,52 
IV 5,57—5,59 1,44 0,71 0,59 
V 5,06—5,02 1,00 0,66 0,73 
VI 4,.70—4,77 0,54 0,66 0,80 


Nr. I, II und III weisen dieselben Verhiltnisse auf wie vorher 
(vgl. Versuch 19) mit hohem Cholesterin : Lecithinquotienten fiir Fi- 
brinogen und Globulin, niedrigem fiir Albumin. Nr. IV bis VI haben mehr 
unregelmaBige Werte; dies ist jedoch kaum verwunderlich, zumal ja hier 
die Fallungsgrenzen stark verschoben sind, d.h. es scheiden in LV bis 
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VI teilweise andere EiweiBkérper aus als in I bis III. Da aber die 
lockeren Bindungen Eiwei8—Cholesterin in hohem MaBe vom py abhangig 
sind und man annehmen mu, daB auch die Lipoide an und fiir sich 
betreffs ihrer Léslichkeit von Salzkonzentration und py beeinfluBt werden, 
muB man einsehen, dab in bezug auf SchluBfolgerungen hier grobe 
Vorsicht geboten ist. Kolumne 4 zeigt indes fiir TV bis V1 einen sinkenden 
Cholesterin : Lecithinquotienten, was deutlich darauf beruht, daB auch 
hier Albumin ausgefaillt wird. Kolumne 5 weist hingegen eine ent- 
sprechende, gleichmaBige Steigerung desselben Quotienten auf und 
zeigt damit, daB von den drei untersuchten Stoffen Cholesterin unter 
diesen Umstanden die gréBte Neigung hat, in Lésung zu bleiben. 


Versuch 21. Ausschiitteln von Plasma mit Ather bei verschiedenem px. 


Tabelle LIX. 
Pferdeplasma wurde mit n/1 HCl in steigenden Mengen versetzt. py wurde 
mit Nitrophenolindikatoren im Stufenphotometer bestimmt. 





Plasma n/l HCl H,0 


Nr. oun “an am Indikator PH Bemerkungen 
1 12.5 0 1,0 Meta-Nitrophenol 7,86 
2 12,5 0,2 0,8 Para-Nitrophenol | 6,92 
3 12,5 0,4 0.6 -: | 6,26 
4 12.5 | 0,6 0,4 2 | 5,75 Etwas triibe, wurde 
5 12.5 0.8 0,2 y-Dinitrophenol 5,32 zwecks Py-Bestimmung 
6 12.5 1.0 0 = 4.96 zentrifugiert 
J \ 


Die py-Werte liegen lings einer schwach gebogenen Kurve, siehe Abb. 8, 
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Abb. 8. 


Die Reste von | bis 6 nach den py-Bestimmungen, 10,35 cem 
(entsprechend 9,58 ccm des urspriinglichen Plasmas), wurden mit gleichen 
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Volumina Ather in Probierréhren von ganz gleichen Dimensionen 
versetzt und diese mit gew6hnlichen Korken verschlossen. Die Réhren 
wurden mittels Gummibandchen an einem Arm befestigt, der durch 
einen Motor und exzentrische Kopplung in gleichmaBig wiegende 
Bewegung versetzt wurde, etwa drei ganze Schwingungen in zwei 
Sekunden. Durch diese relativ langsame Bewegung wurde vermieden, 
da® der Ather und das Plasma ein allzu hochdisperses kolloidales 
System miteinander bildeten. Andererseits wurde dennoch eine effektive 
Extraktion erzielt. Nach zwélfstiindigem Schwingen wurde der 
Versuch unterbrochen. In den Nr. 1 bis 3 waren nur kleine, unbedeutende 
Niederschlage vorhanden, in Nr. 4 eine recht kraftige Fallung von FiweiB, 
in den Nr. 5 bis 6 sehr starke EiweiBniederschlage. Zur Trennung von 
Ather und Plasma wurde in einer Winkelzentrifuge zentrifugiert. 
Dabei wurde die Atherschicht vollkommen klar. Die EiweiBnieder- 
schlige waren nach oben geflossen und hatten sich zu einem festen 
Kuchen dicht an der Atherschicht zusammengeballt. Nun wurde die 
Atherschicht abpipettiert, und danach wurde dreimal rasch mit Ather 
ohne Umschiitteln der Réhren gewaschen. Die vereinigten Atherlésungen 
wurden verdunstet, die Riickstande in Chloroform aufgenommen und 
schlieBlich Cholesterinanalysen im Stufenphotometer ausgefiihrt. 


Tabelle LX. 





Cholesterin in °/99, berechnet 


Nr. auf unverdiinnt. Plasma Durehnittswert PH 
. yrs | 0,410 7,86 
9 
2 ooo | 0,487 6,92 
8 — 0,656 6,26 
4 = | 0.595 5,75 
7 eo | 0,470 5,32 
6 oe | 0,361 4.96 
T 0,840 | . 

0,844 j 9,842 _ 


Die Cholesterinbestimmung wurde an dem urspriinglichen Plasma 
wie gewohnlich ausgefiihrt, d.h.durch Extraktion mit Alkohol in 
Soxhletapparaten, Verdunsten und Uberfiihren in Chloroform; die 
Cholesterinanalysen hieraus mit dem Stufenphotometer werden als 
T bezeichnet. — Das Resultat ergibt, da8 ein Ausschiittelungsmaximum 
beim Cholesterin ungefaéhr bei pq = 6 vorhanden ist. Dieses Maximum 
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liegt hier jedoch wahrscheinlich etwas zu weit nach der alkalischen 
Seite hin, denn die Werte 4 bis 6 sind sicher eine Spur zu niedrig, 
was darauf zuriickzufiihren sein diirfte, daB ein Teil des Athers nach dem 
Zentrifugieren, in dem dicken Kuchen des Niederschlags eingeschlossen, 
beim Auswaschen nicht erfaBt wurde. Diese Ungelegenheit labt 
sich entweder dadurch vermeiden, daB ein gréBeres Volumen Ather 
verwendet wird, wobei sich genannter Fehler verringert, oder durch 
wiederholtes Ausschiitteln, womit er ganz eliminiert werden kann. 
Beides wurde in den folgenden Versuchen benutzt. Ferner wurde der 
P-Gehalt im Extrakt nach Fiske-Subbarow im Stufenphotometer 
bestimmt. 
Tabelle LX I. 





0 »: sechi > 
oo P ausgeschiittelt, Berechnet als Lecithin 


Nr berechnet auf unverdiinntes 
*Jasma %/00 

1 0,009 24 0,006 
2 0,001 46 0,037 
3 0,000 47 0,012 
4 0,000 24 0,006 
5 0,000 12 0,003 
6 Spuren Spuren 


Im Atherextrakt wurden also, wie zu erwarten war, keine nennens- 
werten Mengen Phosphor wiedergefunden, vgl. Fujii (21). 


Versuch 22. Ausschiitteln des Plasmas mit Ather bei verschiedenem py. 


Pferdeplasma wurde mit n/1 HCl versetzt und die py-Bestimmungen 
wie in den vorhergehenden Versuchen ausgefiihrt. 


Tabelle LXII. 





= Plasma n/t HCl H,0 


Indikator Pu Bemerkungen 
eem cem ecm 
1 18,8 0 1,2 Meta-Nitrophenol 8,00 
2 18,8 0,3 0.9 Para-Nitrophenol 7,29 
3 18.8 0,6 0.6 660 a 
4 18,8 0,9 03 y-Dinitrophenol 6,01 a wurde 
5a 18,8 1,2 0 “ 5,36 pa-Bestimmung 
5b 18,8 1,2 0 . 5,36 zentrifugiert 


In 5b wurde die Triibung vor dem Schiitteln mit Ather abzentri- 
fugiert. Dann wurden alle Proben mit drei Volumen Ather versetzt und 
zwoOlf Stunden wie im vorhergehenden Versuche gewiegt. Nach dieser 
Zeit hatte sich in 4, 5a und 5b ein kraftiger Niederschlag abgesetzt ; 
darauf Zentrifugieren, Abpipettieren der Atherschicht und Waschen mit 
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Ather wie im vorhergehenden Versuch. Verdunsten des Athers, Uber- 
fiihren in Chloroform und Cholesterinbestimmung im Stufenphotometer. 
Die Resultate werden aus nachstehender Tabelle sowie Abb. 9 ersichtlich. 


Tabelle LXIII. 











Nr. Pu woumttstaa | wa P 
1 8,00 ona 0,550 Spuren 
2 729 | ans | 0,538 , 
3 660 | io | 0,755 - 
4 601 | oun | 0,727 0 
ba 5,36 506 | 0,599 0 
5b 5,36 | jens | 0,625 0 
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Abb. 9. 


Bestimmung des Gesamtcholesteringehalts im  urspriinglichen 
Plasma in derselben Weise wie im vorhergehenden Versuch ergab 0,84° /59. 


Das Resultat der Atherausschiittelungen war in diesem Falle dem- 
jenigen im vorhergehenden Versuch auffallend ahnlich. 5b gab innerhalb 
der Fehlergrenzen ebensoviel Cholesterin wie 5a, weshalb es keine Rolle 
zu spielen scheint, ob der Niederschlag nach Zusatz von HCl abzentri- 
fugiert wird oder nicht. Das Maximum lag hier jedoch bei px 6,3 bis 6,4. 
AuBerdem gibt die Kurve eine Stiitze fiir den Verdacht, daB ein Minimum 
bei pu = 7,6 bis 7,7 angenommen werden kénnte; demnach recht nahe 
dem normalen vitalen pq des Plasmas (daB in Nr. 1 das pq so hoch liegt wie 
8,0, beruht natiirlich darauf, daB aus demselben CO, abgegeben wurde). 
Im folgenden Versuch sind daher gerade auf diesem Gebiet mehrere 
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Proben eingefiigt worden. 
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AuBerdem wurde wiederholt ausgeschiittelt, 
um zu erforschen, ob in irgendeinem Gebiete das Cholesterin quantitativ 
ausgeschiittelt werden konnte. 


Versuch 23. Wiederholtes Ausschiitteln des Plasmas bei verschiedenem py. 


Pferdeplasma wurde mit n/1 HCl versetzt, und py-Bestimmungen 
wurden wie friiher ausgefiihrt. 


Tabelle LXIV. 





. *lasme 7 oO 
Nr. Plasma n/l HCl Hy ¢ 
cem eem ecm 


1 12.5 0 

2/125 oO! 0,9 

$ | 125) 02 0.8 

4) 125) 08 

5 | 125) 0,4 0,6 

6/ 125 > 05 0.5 

7| 125; 06 0,4 

8} 125 0,7 0,3 

9/ 125 08 0,2 
10; 125 09 0,1 


Indikator 


” 


” 


1 Meta-Nitrophenol 


0,7 Para-Nitrophenol 


y-Dinitrophenol 


” 


PH 


€ 


< 


[> Sore 
vo 


8 
0 


“Iss -) 


: 
’ 
. 


£ 


~) 


0 


6,73 | 


Bemerkungen 


| Etw as triibe, fiir PH- Bestim- 


mung zentrifugiert 


6,20 | Sturkere Triibung, fiir py -Be- 
stimmung zentrifugiert 


5,68 
5,26 
5,08 
4,87 


Starke Triibung, 
fiir Py- Bestimmung 
zentrifugiert 


Nachdem 3,5 cem der Mischungen zu pg-Bestimmungen verwendet 
worden waren, blieben 10 ccm zuriick, entsprechend 9,25 ccm des un- 
verdiinnten Plasmas. In so weit wie mdéglich gleichartigen Probierréhren 
wurden diese 10 com mit 10 cem Ather zwélf Stunden gewiegt. Die 
Atherschicht wurde vom Plasma wie im vorhergehenden Versuche 
getrennt und der Atherextrakt wie friiher behandelt; diese Extraktserie 
wird als I bezeichnet. Danach wurde dieselbe Behandlung dreimal in 
derselben Weise wiederholt und lieferte die Extraktserien II, II und IV. 
Cholesterinbestimmungen im Stufenphotometer. Das Gesamtcholesterin 
im urspriinglichen Plasma wurde nach Alkoholextraktion im Soxhlet zu 


1,150°/o9 bestimmt. 


Tabelle LXV. 





1 Pu erty . 

1 7,79 | 0,212 0,164 
2 7,68 | 0,185 | 0,031 | 
3 | 7,50 | 0,168 0,306 
4 | 7,21 | 0,346 0,245 
5 6,73 | 0,569 0,212 
6 6,20 | 0,767 | 0,355 
7 5,68 | 0,754 0,400 
8 5,26 | 0,563 | 0,520 
9 5,08 | 0,444 0,418 


10 4,87 0,306 | 0,340 


Biochemische Zeitschrift Band 


Kurve B 
I+ 


0,376 
0,216 
0,474 
0,591 
0,781 


1,122 | 


1,154 
1,087 
0,862 
| 0,646 


223. 


0,192 
0,206 
0,121 
0,070 
0,045 
0,012 
0,000 
0,008 


0,067 


Kurve (© 
1+14+UI 


0,568 
0,422 
0,595 
0,661 
0,826 
1,134 
1,154 
1,095 


0,713 


IV 


0,101 
0,108 
0,039 
0,013 
0.014 
0,000 
0,000 
0.000 


0,016 


Ct 


Kurve D 


+ 11+ 011+ 1V 


0,669 
0,530 
0,634 
0,674 
0,840 
1,154 
1,154 
1,095 


0,729 
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Die Resultate sind graphisch in Abb. 10 dargestellt. 
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Abb. 10 


Aus der Abb. 10 geht hervor, daB die Erwartungen beziiglich eines 
Minimums in der Nahe des normalen py 7,7 des Plasmas fast allzu sehr 
erfillt wurden. Die durchweg niedrigen Werte in Nr. 2 beruhen indessen 
nur auf einem einzigen Wert, namlich 2 IJ. Dies kontrastiert so stark 
gegeniiber 2 111 und 21V, da’ es wahrscheinlich angebracht ist, die 
gestrichelten Teile von B, C und D zu verwerfen und direkt 1 und 
3 zu verbinden. 


Das Resultat der wiederholten Ausschiittelungen gibt im iibrigen 
zu folgenden Reflexionen AnlaB : Bei jeder neuen Atherbehandlung werden 
neue Mengen Cholesterin extrahiert. Dies kann offenbar darauf beruhen, 
1. daB Cholesterin allmahlich in mit Ather ausschiittelbarer Form frei- 
gemackt wird, 2. daB das Cholesterin so langsam in den Ather hiniiber- 
diffundiert, daB erst nach sehr langer Zeit das Lésungsgleichgewicht des 
Cholesterins zwischen Ather und Plasma erreicht wird. 


Von diesen beiden Méglichkeiten ist erstere die weitaus wabhr- 
scheinlichere, denn a) eine so niedrige Diffusionsgeschwindigkeit, 
wie das Cholesterin im Falle2 haben muB, ist nahezu undenkbar, 
da ja die Schiittelung so kraftig ist, daB Plasma und Ather innig 
vermischt werden (so daB Zentrifugieren notwendig wird, um sie zu 
trennen); b) ware alles Cholesterin frei, so ist es schwer verstandlich, 
weshalb es bei py 5,5 bis 6 leichter extrahiert werden sollte als bei 


anderen Wasserstoffionenkonzentrationen. Es diirfte daher kaum eine 
andere Méglichkeit tibrigbleiben als die Annahme, dab eine mehr oder 
weniger lockere chemische oder physikalische Bindung des Cholesterins 
mit einem anderen Stoff im Plasma, wahrscheinlich den Globulinen, 
deren isoelektrischer Punkt, py = 5,5, ja nahe mit dem Maximum der 
Ausschiittelungsméglichkeit des Cholesterins zusammenfallt (in diesem 
Falle py = 5,68), vorhanden ist. Auch in der Literatur findet man 
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vereinzelte Angaben iiber eine solche Bindung Cholesterin--Globulin 
(vgl. Kapitel I1), welche jedoch wenigstens in bezug auf das Blutplasma 
eher vermutet als direkt bewiesen waren. 

Hinsichtlich des Fibrinogens habe ich nirgends in der Literatur 
nihere Angaben iiber sein Verhalten zu Lipoiden angetroffen. 

Das Albumin wiederum konnte schwerlich in den Verdacht kommen, 
ein Bild wie Abb. 10 zu geben, denn sein isoelektrischer Punkt liegt ja bei 
Pu 4.7 bis 4.8, wo die Ausschiittelungsméglichkeit fiir Cholesterin bei 
weitem nicht mehr maximal ist. 


Versuch 24. Darstellung verschiedener EiweiBfraktionen und Untersuchung 
thres Verhaltens zu Cholesterin bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration. 

650 ccm klares, himolysefreies Pferdeplasma wurden mit zwei 
Volumen Wasser verdiinnt, um das Volumen der spiter ausgesalzenen 
Niederschlige im Verhaltnis zum Gesamtvolumen zu vermindern; 
dann wurde mit gesattigter Ammoniumsulfatlésung bis 27°, Sattigung 
versetzt, worauf der entstandene Fibrinogenniederschlag abfiltriert und 
einmal mit 27°,, gesattigter Ammoniumsulfatlésung gewaschen wurde. 
Sodann wurde der Niederschlag vom Filtrat entfernt, in Wasser gelést 
und noch zweimal bei 27 °,,iger Sattigung mit Ammoniumsulfat gefallt 
und in eine Kollodiumdialysehiilse gebracht. 

Trotzdem Svedberg und Sjégren (87) erklaren, daB zwischen Eu- und 
Pseudoglobulin von vornherein kein Unterschied vorhanden sei, sondeyn 
erst wihrend der Behandlung der Fraktionen entstehe, wurde dennoch 
ein Versuch gemacht, diese beiden Eiweibkérper nach dem tblichen 
Verfahren zu trennen, da dieses, nach der Meinung des Verfassers, 
wahrscheinlich wenigstens nicht denaturierend auf die erste Fraktion, 
das Euglobulin, einwirken kann. 

Die Mutterlauge des ersten Niederschlags wurde mit gesittigter 
Ammoniumsulfatlésung bis 36°, Sattigung versetzt, wonach das 
ausgefallte Euglobulin gewaschen und wiederum bei 36” ,iger Sattigung 
mit Ammoniumsulfat analog dem Fibrinogen gefallt wurde. 

Um das Pseudoglobulin auszufillen, wurde bis 50°, gesattigt. 
Die Mutterlauge dieses Niederschlags wurde mit Ammoniumsulfat in 
Substanz gesattigt, wobei also Albumin ausgeschieden wurde. Pseudo- 
globulin und Albumin wurden dann in ahnlicher Weise gereinigt wie 
die vorhergehenden Fraktionen. Die so hergestellten Eiweibkérper 
wurden mit etwas Toluol versetzt zur Verhinderung von Faulnis und bei 
einer Temperatur von 2 bis 4° C unter Uberdruck gegen eine jeden 
zweiten Tag erneuerte physiologische Kochsalzlésung dialysiert. Nach 
drei Wochen konnten in der Aufenfliissigkeit keine SO/’-Ionen nach- 
gewiesen werden. Das Fibrinogen hatte sich in einen gelatinésen 
Klumpen verwandelt, der jedoch nach Zusatz von physiologischer 


y* 


J 


68 H. Theorell: 


NaCl-Lésung leicht peptisiert wurde und in eine viskose Lésung iiberging. 
In ungefahr derselben Weise verhielt sich das Euglobulin, das eine 
hellgriine Farbe hatte. Das Pseudoglobulin ging leider infolge eines 
Mibgeschicks gréBtenteils verloren, weshalb es in den folgenden Ver- 
suchen in verdiinnterer Form verwendet wurde, damit das Material 
ausreichte. Die Lésung des Pseudoglobulins war hiibsch griinblau. 
Das Albumin war in Lésung kraftig rotbraun. 

Stickstoffanalysen nach 7. Teorell, Cholesterin- und  Lipoid- 
Phosphoranalysen nach Fiske-Subbarow mit Stufenphotometer nach 
Extraktion mit Alkohol in Soxhletapparaten ergaben folgende Werte: 


Tabelle LX VI. 





mg Cholesterin mg Lecithin 


Fraktion | Eiweifs vagy ' at oe Cholesterin : Lecithin 
%6 pro cem Biweif pro eem Kiweif 
Fibrinogen . . 3,59 0,108 3,01 0,246 6,85 0,44 
Euglobulin . . | 18,44 0,408 2,21 1,19 6,46 0,34 
Pseudoglobulin 2.51 | 0,250 10,0 0,632 252 0,40 
Albumin ... | 19,387 | 0,515 4,97 1,59 15.3 0,32 


Fir die folgenden Ausschiittelungsversuche wurde die Euglobulin- 
lésung ihres hohen EiweiBgehalts halber mit gleichen Volumina physio- 
logischer Kochsalzlésung verdiinnt. Nach diesem relativ energischen 
Reinigungsverfahren sind also immer noch nicht unbetrachtliche 
Mengen Lipoide in den EiweiBkérpern vorhanden. Die beiden letzten, 
die Pseudoglobulin- und die Albuminfraktion, waren diesmal im Ver- 
gleich zu Fibrinogen und Euglobulin besonders lipoidreich. Der 
Cholesterin : Lecithinquotient zeigt hier ungewohnlich kleine Unter- 
schiede, doch ist zu bemerken, daB Fibrinogen immer noch den héchsten 
(0,44) und Albumin den niedrigsten (0,32) hat. 

Darauf wurde das py in allen Fraktionen nach Zusatz verschiedener 
Mengen Saure und Lauge bestimmt. Fir das Albumin wurde elektro- 
metrische Titration mittels Glockenelektrode benutzt, wobei das 
Potential mit einer Kalomelelektrode mit gesattigtem Kaliumchlorid 
verglichen wurde. Der Kontakt zwischen dem GefiB mit Albumin- 
lésung und dem GefaéB mit gesiattigtem Kaliumchlorid, in das das 
Ablaufrohr der Kalomelelektrode eingetaucht war, wurde durch ein 
Rohr mit erstarrtem Agar, gesattigt mit Kaliumchlorid, vermittelt. 
Fiir das Fibrinogen und die Globuline erwies sich diese Methode als 
nicht anwendbar, da Eiweif an der Platinelektrode ausgefallt wurde 
und ein falsches, variables Potential gab. Fiir diese Lésungen wurde 
das py mittels Chinhydronelektrode gegen eine n/10 KCl-Kalomel- 
elektrode bestimmt. Alle Messungen wurden im Wasserthermostaten 
bei 18° C ausgefiihrt. 
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Die Resultate werden aus nachstehenden Tabellen ersichtlich. 


Tabelle LX VII. 
A. Fibrinogen (3,59°, ). 





Zugesetzt NaOH n/10 cem Zugesetzt 
pro cem Fibrinogen 0 HCl n/10cem pro cem Fibrinogen 
Ol 0,06 A 0.04 ; \ 0.03 0.1 0,2 
Pu. 7,83 7,20 | 6,85 6,07 5,56 4,77 4.21 


B. Euglobulin (9,22°, ). 





cem NaOH n/10 pro cem ecem HCl n/10 pro cem 
a a ee ee ea ee a 0 ee 
O13 0,10 0.05 Ol 0.2 
Pu. 7,82 7,12 6,43 5,86 5,07 4,51 


C. Pseudoglobulin (2,51°)). 








cem NaOH n/50 pro ecm eem HCl n/50 pro cem 
eee A ee 0 ‘ anata 
015 | 010 | 0,075 0,05 0,10 0,20 0,30 
Pu - 7,56 6,97 6,50 6,14 5,86 5,46 5,10 4,74 


D. Albumin (10,37). 





cem NaOH n/10 pro cem cem HCl n/10 pro cem 
0,12 0.08 | 004) O 0,04 0.08 | 0.14 0,20 | 0,28 | 0.36 0.46 0.54 /0.64 0.74 O84 
| | 


Pu. 7,73 7,29 6,91 6,56 6,16 5,87 5,58 5,32 5,07 4,90 4,57 4,34 4,19 4,03 3,91 


Vorstehende Werte sind in den Abb. 11 bis 14 in den mit I be- 
zeichneten Kurven graphisch wiedergegeben. 


Ausschiittelungsversuche mit Ather. 

In diesem Versuch, wie auch im folgenden Nr. 25, wurde eine von 
der bisherigen etwas abweichende Technik verwendet, indem die 
Atherextraktionen in mdglichst gleich groBen Zentrifugierréhren von 
10 cem vorgenommen wurden, die mit gewéhnlichen, guten Korken ver- 
schlossen wurden. Anstatt des friiher angewendeten Schaukelns wurden 
jetzt die Réhren in einer Schiittelmaschine mit hin und her gehender 
Bewegung angebracht, die in der Minute etwa 100 ganze Ausschlage 
machte. Die Mischung wurde dadurch bedeutend effektiver, so daB 
die Réhren nach beendigtem Schiitteln regelmaBig zentrifugiert werden 
muBten, um Atherschicht und EiweiBlésung zu trennen. Eine Reihe 
rein methodischer Versuche wies eine gute Reproduzierbarkeit auf 
(vgl. Versuch 26!), ferner die iiberraschende Tatsache, daB das zu- 
gesetzte Volumen Ather innerhalb weiter Grenzen fiir das Resultat 
der Ausschiittelung bedeutungslos war. 
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A. Fibrinogen. 3ccm Fibrinogenlésung (3,59°,,) wurden mit 
n/1l0 HCl und n/10 NaOH gemaB Tabelle LX VII versetzt, wonach das 
Volumen auf 3,3.ccm in allen Proben erginzt wurde. Das py wurde 
auf der Kurve, Abb. 11 I, abgelesen. Dann wurden 3 ccm neutraler 
Ather zu allen Proben hinzugefiigt, die darauf 12 Stunden geschiittelt 
wurden. In den Réhren Nr. 4 bis 10 war nach dem Schiitteln ein nach 
der sauren Seite hin immer mehr zunehmender Niederschlag vor- 
handen. Zur Trennung der Fliissigkeitsschicht wurden die Réhren 
zentrifugiert. 

Die Atherschicht wurde abpipettiert und darauf in gewéhnlicher 
Weise gespiilt. Der ganze Extrakt aus jeder Réhre wurde zu einer 
Cholesterinbestimmung im Stufenphotometer benutzt. 


Tabelle LX VIII. 





mg Cholesterin 


Zugesetzt | Zugesetzt ausgeschiittelt 
Nr. (n/lO NaOH) no Hel = Pa ge Aussehen 
cem ecm Fibrinogenlsg 
1 0,24 -- 7,50 0,037 
2) O18 — 720 0028 | 
3 0,12 -~ 6,85 0,036 Klar 
4 0,06 . | 6 0,057 | 
5 : <n 6.07 0,108 
6 — 0,06 5,72 0,092 | Leichter Niedersechlag in der Be- 
7 0,12 5.43 0,075 { riihrungssehicht 
8 0,18 5.20 0,059 Niederschlag in der Beriihrungs 
. schicht, Fliissigkeit triibe 
gy 0,24 4.99 0,030 | Starker Niedersehlag in der Be- 
10 ‘ 0,30 4.82 Spuren { riihrungsschicht, Fliissigkeit triibe 


Die Resultate sind graphisch in Abb. 11, Kurve III wiedergegeben. 
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Wie bereits vorher vermutet wurde, zeigt das Fibrinogen ein sehr 
deutlich ausgesprochenes Maximum fiir die Ausschiittelméglichkeit des 
Cholesterins bei py = 6. Da es gut denkbar war, daB die geringe aus- 
schiittelbare Cholesterinmenge zwischen py = 6,85 und 7,50 nicht 
von vornherein in freier Form vorhanden gewesen sein diirfte, wohl 
aber wahrend der zwolfstiindigen Atherbehandlung aus dem Fibrinogen 
frei gemacht wurde, wurde der Versuch mit zuerst nur dreistiindiger 
Atherbehandlung wiederholt, worauf zentrifugiert und abpipettiert 
wurde. Um Material zu sparen, wurden weniger Proben untersucht. 
Dann wurde neuer Ather zugegeben und nochmals 12 Stunden ge- 
schiittelt. Zu jeder Probe wurden 3 ccm Fibrinogenlésung genommen. 
Nach Zusatz von n/10 NaOH und n/10 HCl wurde das Volumen auf 
3,3 cem erginzt. Jede Probe wurde mit 3ccm Ather ausgeschiittelt. 
Die Cholesterinanalysen wurden wie oben ausgefiihrt. Die Resultate 
findet man in nachstehender Tabelle. 


Tabelle LXIX. 





mg Cholesterin mg Cholesterin 
Nr NaOu HCl pro cem Fibrinogen ,gpro cem Fibrinogen Summa nach 
_—s Pu ausgeschiittelt nach ausgeschiittelt nach 3+ 12 Std 
cem eem 3 Std. weiteren 12 Std. 
Kurve II Kurve IV 
1 0,24 7,50 0,018 0,021 0,039 
2 0,12 6.85 0,026 0,023 0,049 
3 0 0 6,07 0,077 0,028 0,105 
4 0,12 5,43 0,065 0,010 0,075 
5 0,24 4,99 0,029 0,020 0,949 


In Abb. 11 findet man diese Resultate in den Kurven IT und [V. 


Bei einem Vergleich mit Kurve III und Tabelle LX XTI findet man, 
daB Kurven IIT und IV bei pg 6,07 und auf der sauren Seite zusammen- 
fallen, waihrend auf der alkalischen Seite von py = 6,07 in 3 + 12 Std. 
mehr Cholesterin ausgeschiittelt wird als in nur 12 Stunden. Das 
Bindungsverhaltnis des Cholesterins zu EiweiB scheint iiberhaupt 
sowohl in diesem als auch in den vorhergehenden und folgenden Ver- 
suchen auf der alkalischen Seite von py = 6 etwas anders beschaffen 
zu sein als auf der sauren, indem in der ersteren Verbindung Chole- 
sterin-Eiwei8 im Verlauf der Atherbehandlung sukzessiv gelést wird, 
was auf der sauren Seite gréBeren Schwierigkeiten unterworfen zu 
sein scheint (vgl. Versuch 23). 


Dreistiindiges Schiitteln war nicht hinreichend, um bei py = 6,07 


alles Cholesterin zu extrahieren, wogegen 12 Stunden vollauf geniigten. 





~! 
te 


B. Euglobulin. 3 cem 9,22 °,iger Euglobulinlésung wurden in jedes 
Roéhrchen hineinpipettiert und dann mit n/10 NaOH und n/10 HCl 
Das Volumen wurde in allen Réhren 
auf 4ccem erginzt; Ausschiitteln mit 3 ccm Ather zuerst 12 Stunden, 


nach Tabelle LX XIV versetzt. 
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wonach der Ather abpipettiert und wie friiher nachgespiilt wurde. 
Die vereinigten Atherportionen aus jeder Réhre wurden verdunstet. 
Der ganze Extrakt aus jeder Réhre wurde zu einer Bestimmung ver- 


wendet. Dann wurde das Ausschiitteln mit neuen 3 cem Ather weitere 


12 Stunden wiederholt. 


photometer ausgefiihrten Analysen sind in nachstehender Tabelle 


wiedergegeben. 


Die Resultate der in tiblicher Weise im Stufen- 


Tabelle LXX. 





t & 
Nr. 8 = 
3 ra 
& 2 
N N 
ecm ecm 
1} 042) — 
2 | 0,36 — 
3 || 0,28 , 
4 | 0,17 -~ 
511 004) — 
6) — | 0,135 
7 — | 0,88 
8); — 0,60 


PH 


—_— 


A AAIN 
Vooocus 


= 
> 


4.5 


Cholesterin pro 


Kub 


Eu 


kzentimeter 


yulin, 


ausge- 
telt in 12 Std. 


Kurve III 


=r. 


lo 
ii 





Ss ch 


mg* mg 


0, 


132 0,012 
131 0,036 
135 0,042 
128 0,045 
177 0,013 
172 0,015 


100 0,061 


064 0,032 


in weiteren 12 Std. 


2Std. Kurve IV 





Aussehen 


eg klar 


Niederschlag, auszentrifugiert 
in der  Beriihrungsschicht, 
Fliissigkeit opak 

Starker Niederschlag, auszentri- 
fugiert in der Beriihrungs- 
schicht, Fliissigkeit triibe 

Starker Niederschlag, auszentri- 
fugiert in der Beriihrungs- 
schicht, Fliissigkeit stark 
getriibt 


Aus denselben Griinden, die schon hinsichtlich des Ausschiittelns 
des Fibrinogens angegeben wurden, wurde auch hier ein Versuch mit 
nur dreistiindiger Atherbehandlung unternommen. Resultat: 


Tabelle LX X1. 





moh 


a 
= 


~~ 


OD I 
orm oro 


Cholesterin pro Kubikzentimeter Euglobulin, 
ausgeschiittelt in 3 Stunden. Kurve I 


mg 


0,086 
0,069 
0,165 
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Bei pu = 5,86 ist demnach in 3 Stunden nahezu ebensoviel Chole- 
sterin extrahiert worden wie in 12 Stunden, wahrend auf der alkalischen 
Seite in 3 Stunden viel weniger Cholesterin in den Ather tibergegangen 
ist als in 12 Stunden, bei py = 6,5 nur ungefahr die Halfte in Analogie 
mit den Verhaltnissen beim Fibrinogen. Aus den Kurven III und IV 








Abb. 12. 
ge “4 ] I. Titrationskurve. 
aS y/ \ | Il. Cholesterin, aus- 
3920 = aan Guatanes T a + , | geschiittelt nach 
S$ / | \ . rg | 3 Stunden. 
> S| es Se i a” om a Ill. Cholesterin, aus- 
& ‘“N : WwW 7 \ W | geschiittelt: nach 
S$ S v4 —}— —/ / a Ne Wa 12 Stunden. 
SB 92 8 er + Tt Vi wr IV. Cholesterin, aus- 
& 7 "~a » reschiittelt nach 
8 Si 05 \— W..—¢— ..- A 2A a \ 1 + 12 Stunden. 
S Sa og i7 7 y ; Yy 7 V. Nach Zusatz von 
Lv SS ~ Z F /\ “\ \ '\ Cholesterin- 
S &$2800 =~ + ] ++ 5 t \ 4 suspension in 
a. LY le \ \ V 3Stunden  aus- 
} 4. 3 a? 4 geschiitteltes 
A rr ar Bats. on Cholesterin. 
| oa OPT ag | | VI. Nach Zusatz von 
BS 0170 +——_-+ ee ee — om =e Cholesterin- 
Se oe |\. suspension in 
SS ead | weiteren 12 Std. 
& 075 een ‘rset “epee ] Ns git ausgeschitteltes 
I Cholesterin. 
90 =G20\__ SE ek CAS eae J VII. Gesamter Chole- 
8p 7 6 5 ¥ steringehalt der 
# Euglobulinlisg. 


kommt noch eine Analogie mit dem oben beriihrten Verhalten betreffs ° 
des Fibrinogens zum Vorschein, naimlich daB die Bindung Cholesterin 

Euglobulin auf der alkalischen Seite von py = 6 im Verlauf der 
Atherbehandlung leichter gelést wird als auf der sauren Seite. In 
diesen Lésungen waren anscheinend infolge des hohen Eiweibgehalts 
(vgl. auch D) nicht einmal 12 + 12 Stunden Atherbehandlung bei 
pu = 6 und 5,5 véllig ausreichend, um das ganze vorhandene Chole- 
sterin zu extrahieren. 


C. Pseudoglobulin (2,51°.,). 3cem Lésung wurden in jede Réhre 
gegeben; n/50 NaOH und n/50 HCl gemaB Tabelle zugesetzt. Das 
Volumen wurde iiberail auf 4 ccm erginzt. Ausschiitteln mit 3 ccm 
Ather erst 12 Stunden, danach mit neuem Ather weitere 12 Stunden. 
Aus denselben Griinden wie in A und B wurde nachher eine dreistiindige 
Atherbehandlung an gewissen neu _hergerichteten Pseudoglobulin-, 
NaOH- bzw. HCl-Mischungen vorgenommen. Die Resultate sind mit 
in Tabelle LX XII aufgenommen. Der ganze Extrakt aus jeder Aus- 
schiittelung wurde zu einer Cholesterinbestimmung im Stufenphoto- 


meter benutzt. 
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Tabelle LX XII. 
Cholesterin 
Cholesterin pro Kubik- _ pro 
zentimeter Pseudo- — met 
vlobulin ausgeschiitte ‘ ie © zentimeter 
globulin ausgeschiittelt 12412 State. 
Nr. NaOu HCl Pu Std. globulin, Aussehen 
Kurve aus- 
in 12 Std. in weiteren IV a 
curve II] 2 Std. in 3 Std. 
Kurve 12 Std Kurve ii 
cem cem mg mg mg mg 
1 0,45 7.56 0,226 0,010 0,236 0,210 
2 0.30 6.97 0214 0,018 0,232 ww he 
3 || 0,15 6,50 0,240 Spuren 0,240 0,210 = | 
4 = 5,86 0,220 0,010 0,230 0,210 Geringer Niederschlag 
Bertihrungsschicht,  F 
od - q losung klar 
5 —_ 0.15 5.64 0,222 0,019 0.241 — Starkerer Niederschlag 
Beriihrungsschicht, 
: lisung opak 
6 0,30 5,46 0,230 0,016 0,246 — Noch stirkerer Niederse] 
der Beriihrungsschicht 
® ® weiblésung opak 
( i 0,60 (5,10 0,218 0,029 0,242 0,200 Starker Niederschlag 
Beriihrungssechicht, Eiw 
lisung opak. Nieders 
; pe abzentrifugiert 
& — 0,90 | 4,74 0,212 0,021 0,233 — Starker Niederschlag in de: 
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Abb. 13. 
. Titrationskurve. 
. Cholesterin, ausge- 
schiittelt nach 3 Std. 
. Cholesterin, ausge- 
schiitt. nach 12 Std. 
IV. Cholesterin, ausge- 


i 


schiittelt nach 12 
+ 12 Std. 
V. Nach Zusatz von 


Cholesterinsuspen- 
sion in 3 Std. aus- 
geschiitteltesChole- 
sterin. 

VI. Nach Zusatz von 
Cholesterinsuspen- 
sion in weiteren 
12 Std. ausgeschiit- 
teltes Cholesterin. 

. Gesamter Chole- 
steringehalt der 
PseudoglobulinIsg. 


Vv 


Nieders 


Aus der Tabelle sowie aus der graphischen Darstellung in Abb. 13 
geht hervor, daB sich hinsichtlich des Pseudoglobulins ganz ander 
Verhdltnisse geltend machen als in A und B. Bei keinem der untersuchten 
Werte fiir pu kann eine Bindung des Cholesterins an Eiweif festgestellt 
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werden, schon eine dreistiindige Atherbehandlung geniigt, um den 
gréBten Teil —- 84°, —- des vorhandenen Cholesterins zu extrahieren. 
Zwar war die Pseudoglobulinlésung infolge des oben Gesagten (S. 67) 
bedeutend weniger konzentriert als die Euglobulinlésung, aber ihre 
Konzentration hatte doch dieselbe GréBenordnung wie die des Fibri- 
nogens, wahrend trotzdem die Ausschiittelversuche in den beiden 
Fallen ganz verschiedene Resultate gaben. 

Selbstredend ist es einzig und allein auf Grund dieser Versuche 
schwierig, sich dariiber zu auBern, ob der Unterschied zwischen Eu- 
und Pseudoglobulin in dem nativen Blutplasma wirklich vorhanden ist. 
Es kann nur vermerkt werden, da in bezug auf die beiden Globulin- 
lésungen sowohl die Farbe als auch der Cholesterin- und Lecithin- 
gehalt pro Gramm Eiweif und das Verhalten beim Ausschiitteln mit 
Ather wesentliche Unterschiede aufwies. Man kann sich indes denken, 
daB alle diese wihrend der Darstellung entstanden sind. 


D. Albumin (10,37°,). 3cem Albuminlésung wurden mit n/10 
NaOH und n/10 HCl gemaB Tabelle LX XIII versetzt. Das Volumen 
wurde auf 5 ccm erginzt. Schiitteln mit 3 ccm Ather erst 12 Stunden, 
dann weitere 12 Stunden. Analog mit dem vorhergehenden Versuch 
wurde dann ein Versuch mit Atherbehandlung wahrend nur 3 Stunden 
gemacht; das Resultat desselben wird ebenso wie das der vorher- 
gehenden hier unten angefiihrt. 
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ce "Y10 Na0h cc "V0 HCl pro ce Albumin 


Abb. 14. 

I. Titrationskurve. 

Il. Cholesterin, ausge- 

schiittelt nach 3Std. 

. Cholesterin, ausge- 

schiitt. nach 12 Std. 

IV. Cholesterin, ausge- 
schiittelt nach 12 
+ 12 Std. 

V. Nach Zusatz von 
Cholesterinsuspen- 
sion in 3 Std. aus- 
geschiitteltesChole- 
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Die Untersuchung des Albumiins weist, wie zu erwarten war, von 
den vorhergehenden abweichende Ergebnisse auf. Auf der alkalischen 
Seite von py = 5,5 ist also das Cholesterin mit Ather zum groBen Teile 
schon nach 3 Stunden ausgeschiittelt, wihrend in allen Fallen sogar 
ein 12 +- 12 Stunden langes Ausschiitteln nicht geniigte, um es voll- 
standig zu extrahieren. Ebenso wie beziiglich des Euglobulins (B) kann 
man wohl den hohen EiweiBgehalt als Erklarung fiir dies Verhalten 
ansehen. 

Bei py = 5,5 tritt eine plétzliche Veranderung ein, indem, wie es 
scheint, hier das Cholesterin an das Eiweif gebunden wird. Diese 
Bindung bleibt dann bei weiterer Steigerung der Wasserstoffionen- 
konzentration, soweit diese verfolgt wurde (also bis py = 4,12), bestehen. 
Die etwas variierenden Werte zwischen py = 4 und 5 beruhen offenbar 
auf technischen Schwierigkeiten beim Trennen der Atherschicht von 
der EiweiBlésung mit ihren groben Mengen an ausgefilltem Eiweil. 

Mit dieser auf der sauren Seite von py = 5,5 eintretenden Bindung 
zwischen Albumin und Eiweif erhalt man ungesucht eine Erklarung 
fiir das bereits friiher (vgl.S. 71) beanstandete Verhalten, da®B auf 
der sauren Seite vom Ausschiittelmaximum des Cholesterins aus dem 
Plasma (py = 5,5 bis 6) das Cholesterin fester gebunden erscheint als 
auf der alkalischen Seite desselben Maximums. 

Es handelte sich zunichst darum, zu entscheiden, wie sich die 
Verhiltnisse gestalten, wenn zu den verschiedenen Eiweibfraktionen 
eine Cholesterinsuspension hinzugefiigt wird. Zuerst seien in Kiirze 
die Resultate einiger Vorversuche mitgeteilt: 

Aus den in A bis D3 + 12 bzw. 12 +- 12 Stunden mit Ather behandelten 
EiweiBlésungen wurde der Ather notdiirftig verjagt, worauf eine gewisse 
kleine Menge Cholesterin in Suspension zu jeder Lésung zugesetzt wurde. 
Eine Senkungsprobe in den Réhren bei py 7.5 ergab fiir Fibrinogen und 
Euglobulin eine unbedeutend gesteigerte Suspensionsstabilitat .infolge des 
Cholesterinzusatzes, in bezug auf Pseudoglobulin und Albumin eine relativ 
starke Steigerung der Stabilitét, wihrend erneute Atherausschiittelproben 
in allen iibrigen Réhren zeigten, daB das zugesetzte Cholesterin in den zwei 
ersten Fraktionen zum groBen Teil auf der alkalischen Seite von py 6 qge- 
bunden wurde, wodurch also das Resultat mit der Senkungsprobe zufrieden- 
stellend erklart werden zu kénnen schien. 

Nun wurden folgende Versuche angestellt : 

Aus jeder EiweiBlésung wurden durch Zusatz von NaOH baw. HCl 
neue Proben, ahnlich wie die dreistiindigen Ausschiittelungen in A, B, 


Foo 


C und D bereitet. Dann wurden 2 Tropfen 0,72°,iger Cholesterin- 


suspension zugesetzt, was ungefahr 0,04 ccm ausmachte, also 0,29 mg 
Cholesterin oder etwa 0,1 mg pro Kubikzentimeter EiweiBlésung. Die 
Réhren wurden 12 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen, 
worauf 3ccm Ather hinzugefiigt und in iiblicher Weise 3 Stunden lang 
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ausgeschiittelt wurde. Danach wurde nochmals mit neuem Ather 
12 Stunden ausgeschiittelt. Die Resultate der Cholesterinanalysen sind 
in Tabelle LX XIV mitgeteilt. 


Tabelle LX XIV. 





I I Il IV \ VI Vil 


% 59 Cholesterin ausgeschiittelt in 


Nr. Eiweiflosung Pu 2 
3 Std. 12 Std. weiteren 
3+ 12 Std. 

1 Fibrinogen 7,59 0,011 0,051 0,062 — 0,01 
2 6,85 0,019 0,078 0.097 — 0,01 
3 s 6,07 0,199 0.021 0,211 + 011 
4 ‘a 5.45 0,161 0,018 0,179 + 0,10 
5D » 4.99 0.112 0.027 0.139 + 0,08 
6 Euglobulin 7.50 0,125 0,093 0.218 + 0.04 
7 - 6,50 0,089 0,122 0,211 + 0,02 
S . 5.86 0.298 0.000 0,298 + 0,13 
9 ‘3 4.50 0,095 0,097 0,192 + 0,07 
10 Pseudoglobulin! 7,56 0.256 0.033 0.289 + 0.05 
11 s 6,50 0,273 0,016 0.289 + 0.06 
12 - 5.86 0,312 0.012 0,324 + 0,10 
13 a 5,10 0.261 0.048 0.309 + 0.06 
14 Albumin 7.59 0,281 0.043 0.524 + 0,09 
15 “ 6.56 0.455 0.065 0.520 + 0.06 
16 - 5,78 0.418 0,073 0491 L 0.06 
17 * 4.96 0,296 0.060 0.211 + 0.13 


Kolumne VII in dieser Tabelle gibt die 3-Stunden-Werte an, 
reduziert um die friiher unter A bis D gefundenen 3-Stundenwerte. 
Theoretisch wiirde der Unterschied in dieser Kolumne, wenn das ganze 
zugesetzte Cholesterin extrahiert wiirde und ebensoviel des vorher in 
den EiweiBlésungen vorhandenen, wie in den vorhergehenden Ver- 
suchen 0,10 mg ausmachen. Selbstredend kénnen nur starke Ab- 
weichungen in Betracht gezogen werden, da es die Technik kaum er- 
laubt, die Ziffern allzu sehr herabzudriicken. Die in der Tabelle LX XIV 
gefundenen Werte sind in den Abb. 11 bis 14 in den Kurven V und VI 
graphisch wiedergegeben. 

Es ist absolut sicher, daB in Nr. 1 und 2 das zugesetzte Cholesterin 
an das Fibrinogen gebunden worden ist, wahrend in Nr.3 bis 5 das 
zugesetzte Cholesterin wieder extrahiert wurde. In Nr. 6 bis 7 ist ein 
Teil des zugesetzten Cholesterins ziemlich sicher an das Euglobulin 
gebunden worden, wahrend in Nr.8 das zugesetzte Cholesterin extrahiert 


worden zu sein scheint. Nr. 9 laBt sich nicht mit Sicherheit beurteilen. 
Das Pseudoglobulin scheint, allein nach Kolumne VII zu urteilen, 
einen Teil Cholesterin auf der alkalischen und sauren Seite von py == 5,86 
gebunden zu haben, doch das Resultat aus der darauffolgenden zwolf- 
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stiindigen Ausschiittelung macht dies weniger glaubhaft; dies ist es 
auch a priori mit Bezugnahme auf die Resultate der friiheren Aus- 
schiittelversuche an dieser Fraktion. 

Was endlich das Albumin anbelangt, so laBt sich auch hier keine 
Bindung des zugesetzten Cholesterins mit Sicherheit feststellen, wenig- 


stens nicht an dem biologisch interessantesten Punkte, py 7,5. 


Die Versuche 21 bis 23 haben gezeigt, daB in Pferdeplasma, versetzt 
mit steigenden Mengen Salzsaure, das Cholesterin des Plasmas zwischen 
pu = 6 und 5,5 in solcher Form vorhanden ist, dab es beim Ausschiitteln 
mit Ather viel leichter als bei anderen Wasserstoffionenkonzentrationen 
extrahiert wird. Bei Versuchen mit reinen Eiweibfraktionen erwies es 
sich, daB dieses Verhalten auf der alkalischen Seite von py 6 aus- 
schlieBlich auf den Fibrinogen- und Euglobulinfraktionen beruht, welche 
hier das Cholesterin auf die eine oder andere Weise in schwer extrahier- 
barer Form festhielten; auf der sauren Seite von py 5.5 konnte, 
auBer bei den vorher erwahnten Fraktionen, auch in bezug auf das 
Albumin eine solche ,,Bindung*’ des Cholesterins in schwer extrahier- 
barer Form nachgewiesen werden. Das Pseudoglobulin endlich zeigte 
bei keiner der untersuchten Wasserstoffionenkonzentrationen eine 
sichere Tendenz zur Bindung. Die Existenz dieses EiweiBkérpers in 
dem nativen Plasma wird ja heute sehr in Frage gestellt (vgl. 8S. 67). 

Alle EiweiBfraktionen waren in dieser Darstellung ziemlich arm 
an Cholesterin. Man diirfte sich wohl kaum irren in der Annahme, dab 
bei den hier vorgenommenen energischeren Reinigungsoperationen 
Waschen und zweimaliges Ausfallen —- ein Teil der Lipoide in das Wasch- 
wasser bzw. in die Mutterlauge iibergegangen ist. Es lag daher nahe, 
zu untersuchen, ob die relative Cholesterinarmut dazu beigetragen hat, 
daB die EiweiBkérper zugesetztes Cholesterin aufnehmen und es in 
einer mit Ather schwer extrahierbaren Form binden konnten. Es stellte 
sich heraus, daB dies tatsichlich mit Fibrinogen und Euglobulin auf der 
ilkalischen Seite von py = 6 der Fall ist, wihrend auf der sauren Seite 
von pu = 5,5 eine solche Verbindung nicht mit Sicherheit nachgewiesen 
werden konnte, wie auch in keiner der untersuchten Pseudoglobulin- 
und Albuminproben. 

Die theoretische Erklarung fiir die hier mitgeteilten Erscheinungen 
zu geben diirfte schwer fallen, da es bis auf weiteres véllig unklar ist, 
welcher Natur eine derartige Verbindung Cholesterin--EiweiB sein 
sollte. Betreffs des Euglobulins hat man vielleicht eine Erklirungs- 
méglichkeit in dem Umstand, daB sein isoelektrischer Punkt und also 
das Minimum der Ladung bei py = 5,5 (vgl. S. 8) beinahe mit dem 
Ausschiittelmaximum des Cholesterins zusammenfallt. Der isoelektrische 
Punkt des Fibrinogens ist nicht sicher bekannt (vgl. S. 8), weshalb 
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hier ein Ausgangspunkt fiir einen physikalisch-chemischen Erklarungs- 
versuch fehlt, falls man nicht so kiihn sein will, die Sache umzukehren 
und anzunehmen, daB die hier in bezug auf das Verhaltnis zwischen 
Fibrinogen und Cholesterin gefundenen Tatsachen zu einem gewissen 
Grade dafiir spriachen, daB der isoelektrische Punkt des Fibrinogens bei 
pu ungefahr — 6 liege, was an und fiir sich kaum undenkbar scheint. 
Die Ausschiittelversuche mit Albumin gaben jedoch Resultate, welche 
gewissermaBen gegen die Bedeutung des isoelektrischen Gebiets fiir 
das in Rede stehende Phanomen sprechen, da auch hier eine ,, Bindung’ 
des Cholesterins auf der sauren Seite von py = 5,5 nachgewiesen wurde, 
obzwar die isoelektrische Reaktion des Albumins bei py = 4,7 bis 4.8 
liegen dirfte. 

Eine gewisse oberflachliche Ahnlichkeit zeigen die gefundenen 
Resultate mit dem Phanomen, das von Bungenberg de Jong und Kruyt(10) 
unter dem Namen ,,Koazervation‘‘ beschrieben wurde. Das Verhalten 
zwischen Cholesterin und EiweiB auf diese Weise zu erklairen, stéBt 
indes auf uniiberwindbare Schwierigkeiten, weil es erstens zweifelhaft 
ist, ob Cholesterin iiberhaupt im Plasma als ein hydrophiles Kolloid 
angesehen werden kann, zweitens das Cholesterin keine isoelektrische 
Reaktion hat, drittens das Eiwei®, mit Ather ausgeschiittelt, kein 
Maximum an Ausflockung und also an Dehydratation beim Maximum 
des ausschiittelbaren Cholesterins aufweist, sondern der Niederschlag 
im groBen ganzen sukzessive nach der sauren Seite hin zunimmt. 


Unter solehen Umstanden erscheint es dem Verfasser am sichersten, 
bei dem heutigen Stand der Dinge von einer theoretischen Erklarung der 
Bindung Cholesterin-EiweiB abzusehen und sich damit zu begniigen, 
ihre tatsachliche Existenz zu konstatieren. 

Die Resultate einiger Modellversuche werden hier kurz mitgeteilt: 
Nach Sérensen (88) kristallisiertes Ovalbumin in 4,5°,iger Lésung, 
versetzt mit wechselnden Mengen NaOH zu Wasserstoffionenkonzen- 
trationen zwischen 10 5 und 10° 8 und danach mit Cholesterinsuspension 
versetzt, hatte, wie es sich bei Atherausschiittelung herausstellte, kein 
Cholesterin gebunden, sondern das ganze zugesetzte Cholesterin ging 
in zw6lf Stunden in den Ather iiber. 

In derselben Weise verhielten sich 2°.,ige wasserige Losungen von 
synthetischem Lecithin, welche mittels Phosphatpuffer auf verschiedenes 
pu zwischen 5,5 und 8 eingestellt und dann mit Cholesterinsuspension 
versetzt wurden: auch hier war das ganze zugesetzte Cholesterin in zwolf 
Stunden mit Ather extrahierbar. 

Die bisher bei Versuch 24 mitgeteilten Resultate lenken unwill- 
kiirlich die Gedanken darauf, daB es interessant ware, zu untersuchen, 
wie sich die Cholesterinsuspension verhalt, wenn sie dem Plasma zu- 
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yesetzt wird, namlich, ob etwas in nicht mit Ather ausschiittelbarer 
Form gebunden wird in Analogie mit den Verhaltnissen bei reinen 
Fibrinogen- und Euglobulinlésungen, oder ob diese beiden Eiweibstoffe 
im Plasma mit Cholesterin ,,gesattigt‘* sind. 

Vorbereitende Versuche in dieser Richtung haben ergeben, dab 
verschiedene Pferdeplasmen sich hierbei verschieden verhalten (was ja zu 
erwarten ist). In einer Reihe von Fallen tritt eine unzweideutige Bindung 
(vgl. auch Versuch 25) bis zu 30 bis 50°,, des zugesetzten Cholesterins 
auf, in anderen dagegen findet man es quantitativ in ausschiittelbarer 
Form wieder. Die Bedingungen fiir diese Bindung: EinfluB der Tem- 
peratur, Cholesteringehalt des Plasmas vor dem Zusatz, die Konzen- 
tration der verschiedenen Eiweibkérper, vielleicht auch Lecithin, 
Seifen, Gallenséuren u. 4., sind noch gar nicht aufgeklirt, weshalb es 
nicht erstaunlich ist, wenn die Verhaltnisse von Plasma zu Plasma 
variieren. 


Versuch 25. Wuiederholte Cholesterin- und Lecithinbehandlungen des Plasmas. 
Senkungsversuche, Gesamtlipoidbestimmungen und Atherausschiittelversuche. 

Pferdeplasma wurde wiederholte Male teils mit 4°.,iger Suspension 
von reinem, synthetischem Lecithin (L), teils mit Cholesterinsuspension 
0,79°,, in 0,04°/,,iger Seifelésung (K), teils der Kontrolle halber mit 
H,O nach folgendem Schema versetzt: 


KI 1 Volumen Plasma + 0,2 Volumen Cholesterinsuspension, 
LI 1 ‘ » + 0,2 ee Lecithinsuspension, 
Ol 1 oa o +- O,2 = H,O 


wurden in der Winkelzentrifuge klar zentrifugiert. 
Extraktion eines Teiles von allen drei mit Alkohol im Soxhlet. 
K I] 1 Volumen K I + 0,133 Volumen Cholesterinsuspension, 


L If l ie LI + 0,133 ‘a Lecithinsuspension, 
O Il 1 os OT + 0,133 ‘i. H,O 


wurden klar zentrifugiert, Soxhletextraktion an einem Teil von L II. 


K III 1 Volumen K IT + 0,1 Volumen Cholesterinsuspension 
0.0133 Volumen 22,5°,iges NaCl, 
L Ill 1 Volumen LIT + 0,1 Volumen Lecithinsuspension 


0,0133 Volumen 22,5°,iges NaCl, 
O Ill 1 Volumen OIL + 0,1 Volumen H,O 
0,0133 Volumen 22,5°,iges NaCl. 
Wie vorher zentrifugiert. Soxhletextraktion eines Teiles von allen drei. 
Nach diesen Verdiinnungen sind: 


Vol. K U1, LUM, OT 


Vol. unverdiinntes Plasma 


1,56. 


d. h. ungefihr dieselbe Verdiinnung, die friiher angewendet wurde. 
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Stickstoffanalysen an K IL], L II und O III mit der Hypobromit- 


methode nach 7’. Teorell ergaben folgende Werte (EiweifB = N . 6,25): 


K III = 4,89%, 
L IIT = 4,85%, 
O Ill 4,86°,. 


Nicht einmal bei dieser energischen Lecithinbehandlung hatte sich 


demnach der EiweiBgehalt des Plasmas geandert. An den in tiblicher 


Weise behandelten Soxhletextrakten wurden Cholesterinanalysen mit 
Stufenphotometer, P-Analysen nach Fiske-Subbarow mit Stufenphoto- 
meter ausgefiihrt. T— Extrakt des urspriinglichen Plasmas. 

Die Resultate gehen aus der Tabelle LX XV _ hervor. 


Tabelle LX XV. 





%o9 Cholesterin | 


0 scithi 
| Durch- oo Lecithin Durch- 


Extrakt berechnet auf | sehnitts- berechnet auf sehnitts- | Bemerkungen 
unverdiinntes wert unverdiinntes wert 
Plasma | Plasma 
_ 0,848 | 4 0.866 | —_ 
0/848 0,848 0884 0,875 
K I 0,934 | , 
0,962 ; =~ an i 
aS 0,812 | , 1,50 | c 
0.807 | 0.810 1.48 1,49 
o 7 0,853 | xc 
0.859 | 0,856 _- 
on = Nicht vollig 
- if a 
svn po \ 0,727 ot | 1,79 aa 
ex ab | sentrifugiert 
KIU 1,08 | 0,875 | — 
112 ; 40 0,875 j 0875 
LIll 0,611 ~ 1,51 
0.619 0,615 51 | 1,52 
1,53 
Ol 0,827 0,827 0,888 | 
0,888 | 0.888 


Die Tabelle zeigt, daB Cholesterin, wenigstens in den kleinen 
Mengen, um die es sich hier handelt, sich proportional dem Zusatz lost, 
vergleiche T, K I und K III. Lecithin hingegen scheint sich schon beim 
ersten Zusatz bis zur Sattigung gelést zu haben, da LI ungefahr 
= LII/ ist. Der hohe Wert von L II beruht darauf, daB es nicht vdéllig 
fertig zentrifugiert war, als die Probe entnommen wurde: gréBte Ge- 
schwindigkeit war nétig, damit alle diese Behandlungen des Plasmas 
nicht zu lange Zeit in Anspruch nahmen. 

Der Cholesteringehalt im L-Extrakt sank stetig, T > LI > LIU 
> LIT. Es war wahrscheinlich, daB das Lecithin nur von dem 
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freien“, d. h. mit Ather ausschiittelbaren Cholesterin etwas mitgerissen 
habe, ebenso daB das zugesetzte Cholesterin in der K-Serie wenigstens 
teilweise in ,,freier‘* Form vorhanden sei. Um dies zu erforschen, wurden 
Ausschiittelversuche mit Ather, zw6lf Stunden mit gleichen Volumina 
Ather, angestellt. 

Die Cholesterinanalysen mit Stufenphotometer gaben folgende 
Resultate : 


Tabelle LXXVI. 





®/59 Cholesterin ausschiittelbar mit Ather, Durchsehnittswert 
berechnet auf unverdiinntes Plasma 9/09 
2 ie 0,572 0,563 0,568 
. ae 0,249 0,255 0,252 
7a 0,456 0,460 0,458 


In OTII wurde das _ ,,freie‘‘ Cholesterin durch Ausschiitteln mit 
Ather auf 0,458 °/,, bestimmt. Das ,,gebundene“ betragt dann0,827 0,458 
0,369 9/5). In LITT wurde das ,,freie‘‘ Cholesterin in gleicher Weise 
bestimmt zu 0,252°/,,, d. h. das gebundene betrigt 0,615 — 0,252 
= 0,363°/59. Da also in OTT und LITT gleich viel ,,gebundenes“« 
Cholesterin vorhanden ist, so muB durch die Lecithinbehandlung aus- 
schlieBlich ,, freies‘* Cholesterin aus dem Plasma entfernt worden sein. 


Eine entsprechende Berechnung fiir K III gibt folgende Resultate : 
Gesamtcholesterin 1,10°/o, freies, mit Ather ausschiittelbares Cholesterin 
0,518 °/59; das gebundene Cholesterin 0,53 °/o). K II enthalt demnach 
mehr sowohl ,,gebundenes als auch mit Ather ausschiittelbares Cholesterin 
als O III, 


SchlieBlich wurden auch Senkungsproben mit je einem Volumen von 
K TI, LUI und OTT nach Zusatz von 0,7 Volumen ungewaschener 
Blutkérperchen gemacht. 


Tabelle LX XVII. 





30 Min. 60 Min. 90 Min. 120 Min. 150 Min. 
mm mm mm mm mm 
KI . 2.5 | 5 8.5 11 14 
LI. 2.5 10 20 27 33 
Ol 3 15 28 38 45 


Sowohl K ITI als auch L III haben also eine geringere Senkungs- 
geschwindigkeit als OIII. Der gesamte Lipoidgehalt in den beiden 
ersteren ist indessen gréBer als in der letzteren. 


6* 
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Tabelle LXX VIII. 





Cholesterin Lecithin Cholesterin + Lecithin 
° 00 "loo e 
4. ao 1,10 0,875 1.98 
Sr 0,61 1,52 2.13 
Ge 4-3 0,85 0.88 1,73 


Nach dieser Ausrechnung sollte LIII die geringste Senkungs- 
geschwindigkeit haben, aber es ist gar nicht so selbstverstandlich, 
da Cholesterin und Lecithin in derselben Konzentration eine ebenso 
stark verzégernde Fiahigkeit besitzen. Richtiger ware es natiirlich, 
nur an Eiweif nicht gebundenes Cholesterin + ebensolches Lecithin 
zusammenzurechnen; da es aber bis auf weiteres keine Méglichkeit gibt, 
die Quantitaét des letzteren zu beurteilen, kann diese Berechnung hier 
nicht durchgefiihrt werden. 


Versuch 26. Atherausschiitteln, Cholesterinanalysen,  Lecithinanalysen, 
EiweiBtraktionsanalysen an verschieden sedimentierenden Menschenblutproben. 
Da es klar schien, daB 

1. Cholesterin die Senkungsgeschwindigkeit der Blutkérperchen ver- 
ringert, 

2. der gesamte Cholesteringehalt des Blutes bisher anscheinend in 
keinem Zusammenhang mit der Senkungsgeschwindigkeit stand 
[vgl. jedoch Delaria (16)], 

3. Fibrinogen und Globulin bei gew6hnlichem py des Plasmas Chole- 
sterin in gebundener Form enthalten, und 

4. Cholesterin, in Form von Suspension zugesetzt, immer wenigstens 
groBenteils in freier, mit Ather ausschiittelbarer Form wieder- 
gefunden wird, 

so war es wahrscheinlich, ja sogar sicher bei Beriicksichtigung des 

Versuchs 24, daB in pathologischen Plasmen mit hoher Sedimentations- 

geschwindigkeit, bei denen eine Fibrinogenzunahme seit langem be- 

kannt ist (siehe Kapitel Il) und auch spater eine Globulinzunahme 
konstatiert wurde [Fahraeus (23)], im groBen ganzen ein verminderter 

Gehalt an mit Ather ausschiittelbarem Cholesterin anzutreffen sein 

diirfte. Diese Abnahme des ,, freien‘: Cholesterins wiirde dann wenigstens 

teilweise als verantwortlich fiir die Abnahme der Suspensionsstabilitat 
gedacht werden kénnen. 

Die Phosphatide haben infolge der Unméglichkeit, sie mit Ather 
auszuschiitteln, nicht in derselben, relativ eingehenden Weise wie das 


Cholesterin behandelt werden kénnen; doch ist es sehr wahrschein- 
lich, daB auch die Phosphatide in zwei verschiedenen Formen vor- 
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kommen, teils frei, teils an EiweifS gebunden, in erster Linie an 
(Eu-)Globulin (siehe Kapitel IT, 8.6ff.) und = wahrscheinlich auch 
an Fibrinogen. Da Lecithin, vermutlich die Phosphatide im all- 
gemeinen, wie auch Cholesterin hemmend auf die Senkung einwirken 
und die beiden demnach einander miissen substituieren kénnen, wihrend 
nur das ,,freie‘ Cholesterin, wenigstens zu einem gewissen Grade, fiir eine 
quantitative Bestimmung zuginglich ist, so kann man auch nicht er- 
warten, eine strenge Parallelitat zwischen ausschiittelbarem Cholesterin 
und Suspensionsstabilitat zu finden, indes kénnen voraussichtlich grobe 
Unterschiede, wenigstens im allgemeinen, zum Vorschein kommen. 

Kin grober Teil der Blutanalysen in diesem Versuche wurde unter 
der Leitung des Verfassers von Dr. J. Schréder, Helsingfors, ausgefiihrt, 
ein anderer Teil besteht aus den vom Verfasser angestellten Ausschiittel- 
proben mit Ather an einer Reihe von aus anderen Gesichtspunkten 
untersuchter Blutproben, die zu einer demnichst erscheinenden Arbeit 
von Westergren, dem Verfasser und W idstrém gehéren ; einige andere Blut- 
proben wurden vom Verfasser eigens fiir diese Untersuchung beschafft. 

Die mit * bezeichneten Nummern wurden von Dr. Schréder analy- 
siert. Wie aus der Tabelle LX XIX hervorgeht, ist nur ein Teil von diesen 
dreimal mit Ather ausgeschiittelt worden, in diesem Falle das letztemal 
14 Stunden lang, wahrend die letzte Ausschiittelung der vom Verfasser 
selbst behandelten Plasmaproben zehn Stunden dauerte. Dieser Unter- 
schied spielt offenbar keine Rolle, zumal bei dieser letzten Extraktion in 
den allermeisten Fallen das ganze zuriickgebliebene Cholesterin extrahiert 
wurde. In den fiinf mit + bezeichneten Fallen dauerte das erste Aus- 
schiitteln nur vier Stunden anstatt fiinf. Um mit den iibrigen vergleich- 
bare Werte zu erhalten, nahm Verfasser an der Hand der Kurven in 
Abb. 16 eine (beliebige) Korrektion nach oben mit 10°, des Vierstunden- 
wertes vor. Es zeigt sich indes, daB dies auf das Resultat im groBen 
ganzen keinen EinfluB hat, selbst wenn man mit + 25 °,, korrigieren wiirde, 
also proportional der Ausschiittelzeit, trotzdem eine solche Korrektion 
sicherlich zu groB wire. Die Resultate sind in der Tabelle LX XIX nach 
der nach Westergren (|. c.) bestimmten Sedimentationsgeschwindigkeit 
geordnet. Der Hamoglobingehalt ist leider nur in einem Teil der 
Fille bestimmt worden, aber er scheint fiir die Senkungsgeschwindigkeit 
eine geringere Rolle zu spielen, als man aus Experimenten in vitro zu 
vermuten AnlaB haben sollte. Fall 14 ist der einzige, in welchem eine 
starke Anamie festgestellt wurde, aber er halt sich trotzdem ganz in dem 
allerdings ziemlich weiten Rahmen fiir die Variationen der Senkungs- 
geschwindigkeit mit dem ausschiittelbaren Cholesterin. 

LaBt man die Fille 5, 6, 24, 26 und 27 bis auf weiteres unberiick- 
sichtigt, so geht aus der Tabelle hervor, daB bei steigender Senkungs- 
geschwindigkeit der Gehalt des mit Ather in fiinf Stunden extrahierbaren 


H. Theorell : 








Toll 1X. 
»o Cholesterin, ausgeschiittelt 
Senkung 
Nr in 1 Std. B ( A - rin 
ieoain in noch 5 Std. | - — bis 
{ 0,34 0,03 1848. 
t we 0,30 0,03 1.80 BO? 
om | ) — 0,23 (vgl. A) 2,108, 
2" 1 - 0.26(. A) 219 Bll 
3x re 0,16 Spuren 1,75 §-. 
. 7 & 0,16 - ” 
4* 3 0,14 0,14 
5* 3 0,11 0,11 
6* 6 — _ 
‘ es 0,10 0 
foe 0,10 0 
0.23 0,02 
8 ii 0,32 0:01 
| 0,47 0,09 
9 9 | 0,36 0,17 
{ 0,19 Spuren 
10* 10 | 0:90 I , 
ot 0,25 0 
1l 17 | 0,25 0 
9 a | 0,28 0,35 
le | 0,27 0.37 
13 18 0,10 0,02 
ta 0,15 0,04 
14 30 | 0.28 0°06 
. P 0,33 Spuren 
15 32 0,30 0,06 
16* 39 0,18 0,48 
17* 39 ee rss 
18 41 0,22 0,08 
{ 0,15 0,27 
19 49 | 0,14 0,24 
20° Bt | rm = 
eo | 0,73 0,86 
21* 52 | ~ 0.86 
22¢ 64 | sa ai 
he 0,22 15 0,43 
6 Kali, 0/22 13 0,48 
24* 67 | = bi 
25% 68 | * <3 si 66 
x | 0,44 1,65 0,36 2.01 
- call, 0,39 1,65 0,36 2.018”! 
on 0,20 1,45 0,31 1768 
37 116 | 0,28 153 0.28 ‘sip’? 
28* 129 ; 6 
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Albumin 
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4,36 


4,07 


Sy) 
~I 
or 


3,19 
3,99 


3,44 


Himoglobin 


87 





SS H. Theorell: 


Cholesterins, obgleich unter Variationen, allmahlich sinkt, wahrend das 
Cholesterin, das beim dritten Ausschiitteln —- wo ein solches vor- 
genommen wurde — extrahiert wurde, im groBben ganzen mit steigende: 
Senkungsgeschwindigkeit zunimmt. Man kann aber bei weitem nicht 
irgendeine Parallelitat zwischen dem Fibrinogen- und Globulingehalt 
und der Menge ,,gebundenes* Cholesterin konstatieren, vgl. z. B. die 
Falle 27 und 28. Es ist demnach wahrscheinlich, daB der Zustand des 
Plasmacholesterins, was angemessen ist, von Fall zu Fall variieren kann. 

In Nr. 5 und 6 findet man keinen Erklarungsgrund dafiir, weshalb 
diese nicht hiermit in Einklang stehen. Besonders interessant ist Fall 21, 
bei dem man iiberrascht ist tiber den hohen Cholesteringehalt (2,38 ° |.) 
im Verhaltnis zu der geringen in fiinf Stunden ausschiittelbaren Chole- 
sterinmenge (0,50°/)5). Hier haben wir also ein hiibsches Beispiel dafiir, 
daB viel Cholesterin gebunden sein kann, trotz des in diesem Falle 
niedrigen GesamteiweiBgehalts im Plasma. Der Fall ist graphisch in 
Abb. 16 wiedergegeben (einschlieBlich des Resultates einer zweistiindigen 
Ausschiittelung). Fall 21 steht in Kontrast zu Nr. 24, der einen ver- 
haltnismaBig sehr hohen A-Wert sowie hohen Gesamtcholesteringehalt 
aufweist. Hier sollte man also, nach den Cholesterinwerten zu urteilen, 
eine bedeutend geringere Senkungsgeschwindigkeit erwarten. Auf 
Grund der EiweiBwerte hingegen wiirde man eher eine hdhere Senkungs- 
geschwindigkeit zu erwarten haben; diese beiden Wirkungen, sollte man 
meinen, wiirden einander neutralisieren. Dasselbe diirfte auch fiir Nr. 27 
gelten, die zudem einen niedrigen Lecithinwert hat. Den umgekehrten 
Fall, also auBergewohnlich niedrigen A-Wert und einen im Verhaltnis 
zur Senkungsgeschwindigkeit niedrigen Fibrinwert, trifft man deutlich 
in Nr. 28 an, weniger in Nr. 25. Die iibrigen Fille weisen nach der einen 
oder anderen Richtung weniger ausgepragte Eigenschaften auf. 

Da es demnach als offenbar angesehen werden mu, daB eine An- 
zahl Faktoren, wahrscheinlich alle Kolloide des Plasmas, von den 
Kristalloiden ganz zu schweigen, eine Rolle spielen, die wahrscheinlich 
nicht proportional der Konzentration dieser Kolloide ist, sondern von 
Fall zu Fall von deren variierendem Zustand in bezug auf Ladung, 
Oberflachenspannung und Adsorption an die Blutkérperchen abhangt, 
so kann man von einer statistischen Bearbeitung der Korrelation 
zwischen ,,freiem’’ Cholesterin und Senkungsgeschwindigkeit keine 
allzu groBe Ubereinstimmung erwarten. 

Nimmt man alle Werte mit, wird der Korrelationskoeffizient 
== — 0,41 —- 0,12, also nicht so hoch, aber eine voéllig sichere Korrelation. 
Beriicksichtigt man nur Fille mit einer Senkungsgeschwindigkeit unter 
70 mm, was wohl als motiviert angesehen werden kann, da bei auBer- 
ordentlich hohen Senkungswerten oft exzeptionelle Verhiltnisse der 
einen oder anderen Art vorliegen, erhalt man den Korrelationskoeffi- 
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zienten 0,63 — 0,10. Um die statistische Bearbeitung vollstandig zu 
machen, wird folgendes angefiihrt, obschon ich infolge der unten er- 
wahnten Umstande keinen besonders grobBen Wert darauf legen méchte. 
Eine Linie, welche samtliche Observationen ausgleicht, kann 
infolge deren groBer Verteilung nicht gut gezogen werden. Infolgedessen 
und auch zufolge des geringen Materiales war es am besten, einen 
priliminaren graphischen Ausgleich unter Ausschlu8 von Nr. 24 und 
26 bis 28 zu bewerkstelligen. Die hierdurch ausgeglichenen Werte des 
ausschiittelbaren Cholesterins und der Senkungsgeschwindigkeit fir 
einen gegebenen Wert des ersteren diirften jedoch approximativ den 
Zusammenhang zwischen diesen beiden angeben. Siehe Abb. 15. 
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Abb. 15. 


Der Korrelationskoeffizient zwischen Senkungsgeschwindigkeit und 
Gesamtcholesteringehalt wird nur — 0,008 — 0,19, was demnach in 
seiner Art die im vorhergehenden dargelegten Theorien bekraftigt. 


Eine Frage von gréBter Wichtigkeit fiir die Beurteilung der mit- 
geteilten Resultate ist selbstverstandlich, in welchem Grade die Menge 
des in dem nativen Plasma vorhandenen, von Eiweif nicht gebundenen 
Cholesterins dem mit Ather nach einer bestimmten Zeit, z. B. fiinf 
Stunden, extrahierten entspricht. 
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Der Verlauf wiirde in zwei Abschnitte geteilt werden kénnen: 
A. Die Extraktion des von Beginn an freien Cholesterins und B. die 
Extraktion des von vornherein gebundenen Cholesterins, das wahrend 
des Ausschiittelns aus dem Fibrinogen und den Globulinen dissoziiert 
wird. Setzt man voraus, daB der ProzeB A rasch verliuft, B hingegen 
langsam, so weist die Kurve, welche den Zusammenhang zwischen 
Ausschiittelzeit und extrahierter Cholesterinmenge darstellt, einen 
Knick auf, an dem das freie Cholesterin wenigstens zum gréBten Teil 
extrahiert ist, so daB von jetzt ab nur aus den Globulinen dissoziiertes 
Cholesterin langsam in den Ather iibergeht. Dieser Knick kann, was 
anzunehmen ist, deutlicher werden, wenn relativ viel Cholesterin 
gebunden ist, wahrend er sich der experimentellen Beobachtung entzieht, 
wenn nur ein geringer Teil des Cholesterins in gebundener Form vor- 
handen ist. Andererseits ware der Fall denkbar, daB A ziemlich langsam 
verlauft, vielleicht wenig oder nicht rascher als B; in diesem Fall kommt 
auch kein Knick zum Vorschein, und die Bestimmung des ,,freien“ 
Cholesterins durch Ausschiitteln mit Ather wird eine ganz konventionelle 
Sache. 

Abb. 16 gibt graphisch das nach verschiedenen Zeiten ausge- 
schiittelte Cholesterin in Prozenten des gesamten in den Normalfillen 2, 








100 








Yo vom Totalcholesterin ausgeschitte/t 





Oo y 8 72 6 2 4 
Stunden geschittelt 


Abb. 16. 


7 und 10 wieder, ferner den pathologischen Fall 21 mit ungewéhnlich 
wenig ,,freiem‘‘ Cholesterin im Verhaltnis zu dem vielen Gesamtcholesterin 
sowie 26 und 27, die, wie oben erwahnt wurde, abweichende Verhaltnisse 
aufweisen. Eine Reihe Ausschiittelungswerte, die nicht in der Tabelle 
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mitgeteilt sind, werden gleichfalls graphisch wiedergegeben. AuBerdem 
ist zum Vergleich das Ausschiittelungsresultat eines normalen, frischen 
Pferdeplasmas mit aufgenommen worden, das infolge der hohen 
Senkungsgeschwindigkeit, die es darin aufgeschlammten Blutkérperchen 
verleiht, und seines hohen Globulingehalts am ehesten mit einem 
pathologischen Menschenplasma zu vergleichen ist. 


Aus der Abbildung wird ersichtlich, daB die drei Normalfille eine 
Gruppe hyperbelihnlicher Kurven bilden. Zwar sind die Observationen 
zu wenig zahlreich, als daB hier ein Knick entdeckt werden kénnte, aber 
dies wire a priori eine Unmdéglichkeit mit der benutzten Technik, da 
die Hauptmasse des Cholesterins sehr rasch extrahiert wird. 26 und 27 
zeigen eine deutliche Streckung der Hyperbel, was gemaB der gemachten 
Annahme auf dem hier héheren Fibrinogen- und Globulingehalt be- 
ruhen diirfte. 


Fall 21 zeigt ein anderes Bild: hier liegt bei drei bis fiinf Stunden ein 
deutlicher Knick vor, der entsprechend dem bereits oben Gesagten 
diirfte gedeutet werden kénnen. 


Das Ausschiitteln des Pferdeplasmas zeigt im Prinzip dieselbe Sache ; 
hier ist der Knick durch mehrere Werte sichergestellt. —- Wenn auch 
hier die Anzahl der Observationen nicht groB ist, scheinen sie doch die 
Auffassung zu stiitzen, daB die Bindung des Cholesterins an Fibrinogen 
und Globulin in verschiedenen Menschenplasmen verschieden fest ist. 
Will man die Sache auf die Spitze treiben, wiirde also beispielsweise der 
hohe Fiinfstundenwert im Falle 24 dadurch entstanden sein kénnen, 
daB eine lockere Bindung Cholesterin—-Globulin bzw. Fibrinogen schon 
nach fiinfstiindigem Ausschiitteln zu einem bedeutenden Teil dissoziiert 
worden und das auf diese Weise frei gemachte Cholesterin zusammen mit 
dem von Anfang an freien extrahiert worden ist. Im Pferdeplasma 
scheint die Bindung fester zu sein als im Menschenplasma: in Ta- 
belle LX XIX hat ja eine 24stiindige Ausschiittelung beinahe durchweg 
alles vorhandene Cholesterin extrahiert, wihrend dies im Pferdeplasma 
in den Proben des Verfassers niemals der Fall gewesen ist: das hier 
erwahnte Pferdeplasma war noch nach einem Ausschiitteln von 72 Stun- 
den nicht véllig extrahiert; vgl. auch Versuch 23. 


Versuch 27. Lipoiduntersuchungen an auf verschiedene Temperaturen 
erhitztem Plasma. 


Verschiedene Portionen Pferdeplasma wurden bei verschiedenen 
Temperaturen in Thermostaten nach untenstehendem Schema 5 Stunden 
Pp 
lang behandelt, worauf die Plasmaproben aus den Thermostaten heraus- 
genommen wurden; es wurden dann 0,7 Volumen dreimal in physio- 


92 H. Theorell : 


Tabelle LX XX. 





In den Thermostaten Senkung nach 
Nr Temperatur 
Femng - _ Bemerkung 40 Min. 60 Min. 120 Min. 

1 47.5 still 5 15 36 
2 41,7 wird geschiittelt 0.5 1 15 
3 41,7 still 0 1 4 
4 38 _ 2 3 5 
5 20 ae 89 lil 118 
6 3 pa sy 111 118 


logischer Kochsalzlésung ausgewaschene Blutkérperchen hinzugesetzt 
und die Senkungsprobe gemacht. 


Das Resultat stimmt im groben ganzen mit den Ergebnissen iiber- 
ein, die mehrere Forscher vor langem schon gefunden haben: Nasse (66), 
Sellards (82), Wiltshire (99), Berczeller und Stanker (3) und die am aus- 
fiihrlichsten von Fahraeus (23) studiert worden sind. Das Schiitteln 
in Nr. 2 hat jedoch nur teilweise den Effekt der Erhitzung aufzuheben 
vermocht. 


Unmittelbar nach der Thermostatenbehandlung wurden an jeder 


der Plasmaproben mit Ather Ausschiittelversuche angestellt (2 ccm 
Plasma + 4cem Ather, 12 Stunden). Ein anderer Teil der Plasma- 
proben wurde mit gleichen Volumina gesattigter Ammoniumsulfat- 
lésung versetzt und zentrifugiert, wonach ein Teil der Mutterlauge nach 
Bloor extrahiert wurde. Dies geschah, weil man sich denken konnte, 
daB eine Bindung der Phosphatide an Fibrinogen und Globuline bzw. 
eine Freimachung derselben von diesen in den Mutterlaugen der ver- 
schiedenen Proben nach Fallung von Fibrinogen und Globulinen durch 
Halbsattigung mit Ammoniumsulfat verschiedene Lipoidphosphor- 
werte geben wiirde. Auch der Cholesteringehalt in den Mutterlaugen 
wurde bestimmt, um zu erforschen, ob auf diese Weise irgendeine 
Verschiedenheit hinsichtlich des Cholesterins eingetreten sei. 


Es zeigte sich aber, daB: 


A. die Ausschiittelproben innerhalb der Fehlergrenzen bei allen 
Plasmaproben dieselben Werte gaben, 


B. und auch der Bloorextrakt aus den Mutterlaugen hatte nach 
Aussalzen der Globuline sowohl ungefahr dieselben Lecithin- als auch 
Cholesterinwerte. 


Nach diesen Resultaten zu urteilen, scheinen die groBen Variationen 
in der Suspensionsstabilitat durch Warmebehandlung des Plasmas 
nicht auf die Lipoide zuriickgefiihrt werden zu kénnen. 
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Versuch 28. Kataphoreseversuche an Plasma und quantitative Bestimmung 
der verschiedenen Eiweifkérper, welche mit dem elektrischen Strome  qe- 
wandert sind. 

Dieser Versuch, der bereits in einem zeitigen Stadium in einem 
anderen Zusammenhang angestellt worden ist, wird hier kurz erwahnt, 
da er trotz gewisser Mangel in der experimentellen Ausfiihrung dennoch, 
wie Verfasser glaubt, wertvolle Resultate fiir das allgemeine Ver- 
standnis der Suspensionsstabilitat des Biutes gegeben hat (Kap. I1). 
Auch aus anderen Gesichtspunkten schien es berechtigt, diese Versuche 
anzufiihren. Sie wurden namlich in einer Weise ausgefiihrt, wie sie Ver- 
fasser in der Literatur nicht gefunden hat, indem das Verhaltnis zwischen 
der Wanderungsgeschwindigkeit der verschiedenen Eiweibkérper durch 
Mikroanalyse der EiweiBfraktionen vor und nach der Kataphorese 
bestimmt wurde. 

AuBerdem wurde jede Méglichkeit ausgeschlossen, daB das Material, 
d.h. die EiweiBkérper des Piasmas durch Aussalzen, Dialysen oder 
ihnliches, mehr oder weniger denaturiert werden, da naimlich zu den 
Kataphoreseversuchen das frische Plasma ohne jede Vorbehandlung 
benutzt wurde. Die Resultate erwiesen sich als gut reproduzierbar. 
Es war also nicht die Absicht, die absolute Wanderungsgeschwindigkeit 
der verschiedenen EiweiBkérper unter dem EinfluB eines gewissen 
Potentialgefilles pro Kubikzentimeter zu bestimmen, wozu_voll- 


‘kommenere Anordnungen nétig gewesen waren, sondern nur das Ver- 


hdltnis zwischen thren Wanderungsgeschwindigkeiten zu ermitteln. 

Der benutzte Kataphoreseapparat war eine groBe Form eines 
von Michaelis (63) angegebenen Apparats. Von letzterem unter- 
schied er sich nur durch zwei weitere Offnungen mit eingeschliffenen 
Glasstopfen, die in der mittleren der drei Knickungen zu jeder Seite 
des U-Rohres angebracht wurden. Durch diese Offnungen konnten 
nach beendetem Versuch die U-Rohrschenkel oberhalb der Hahne 
auspipettiert und quantitativ ausgespilt werden. 

Der Querschnitt des Rohres betrug itiberall | qem. Die gesamte 
Lange zwischen den Agarrohrspitzen der Elektroden (s. unten) = 46 cm. 
Der ganze Apparat war waihrend des Versuchs in einen Wasserthermo- 
staten bei 18° C gestellt. 

Nun wurde zuerst das elektrische Leitvermégen in einem frischen 
Pferdeplasma bestimmt, womit dann der Kataphoreseapparat bis 
oberhalb der Hahne gefiillt wurde. Nachdem diese geschlossen waren, 
wurde der obere Teil des Apparats mit KCl-Lésung von demselben 


Leitvermégen wie das Plasma gespiilt und dann der Apparat damit 
gefiillt. 

Die unpolarisierbaren Elektroden waren nach folgendem Schema 
gebaut: Cu/gesittigte CuSO,-Lésung/Agar, gesittigt mit KCl gesat- 
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tigte KCl-Lésung/Agar, mit KCl gesattigt. Die letzten Agarréhren 
tauchten ihre Spitzen in die obere Flissigkeit im Kataphoreseapparat 
hinein. Zwischen den Elektrodenspitzen wurde ein Voltmeter mit 
Platinelektroden eingeschaltet. 

An demselben Plasma wurden drei Versuche gemacht. Bei jedem 
wurde der Strom wenigstens 3 Stunden geschlossen gehalten, um ge- 
niigend Material fiir die EiweiBfraktionsanalysen zu bekommen. Die 
Spannung, die ab und zu dadurch gepriift wurde, daB fiir einen Augen- 
blick der Voltmeterkreis eingeschaltet wurde, sank von anfangs ungefahr 
100 Volt rasch auf 80 Volt, wo sie dann nahezu konstant blieb, 
jedoch mit der Tendenz, noch etwas zu sinken. Da es fiir den beab- 
sichtigten Zweck nicht notwendig war, die Spannung konstant zu 
halten, wurde davon Abstand genommen. Rechnet man mit einer 
Anfangsspannung von 100 Volt und 3300 2 Widerstand, so wird die 
Stromstirke = 30 Milliamp., was bei einem so groBen Querschnitt 
wie 1 qem offenbar eine relativ geringe Stromdichtigkeit ausmacht. 
weshalb eine nennenswerte Erwirmung des in das Wasserbad hinein- 
gesenkten Apparats nicht zu befiirchten war. 

Nach 3 Stunden wurde der Strom unterbrochen, die Hahne 
des U-Rohres geschlossen und die Fliissigkeit in den Schenkeln oberhalb 
der Hihne ausgespilt. Auf der negativen Seite war kein Eiweif vor- 
handen; die EiweiBkérper, welche mit verschiedener Geschwindigkeit 
nach dem positiven Pol gewandert waren, wurden nach Theorell und 
Widstrém (s. Kap. III) analysiert. Die Resultate sind aus nachstehender 
Tabelle ersichtlich. 

Tabelle LX XX1I. 





Das gesamte Eiweifi bestand aus 








Fibrin =| Globulin. “Albumin 
%o 90 : 
ee EOP ar ae 3,7 46,2 50,1 
Versuch I + 0,9 25.6 73,5 
is _ 6,3 64,7 29,0 
* EG ya ae 1,0 24,7 74,3 
. Se eee 1,4 23,3 75,3 
Mittel I, I, Il 1,1 24,5 74,4 
Bezeichnungen: P unbehandeltes Plasma. 
Versuch I + = das EiweiB, das in Versuch 1 nach dem positiven 
Pol gewandert ist. 
Versuch I — = Probe aus dem EiweiSpfeiler in nichster Nahe des 
negativen Pols. 
Versuch II + = das EiweiB, das in Versuch II nach dem positiven 
Pol gewandert ist. 
Versuch IIT + = das EiweiB, das in Versuch ITI nach dem positiven 


Pol gewandert ist. 
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Wie man sieht, haben die verschiedenen Wanderungsgeschwindig- 
keiten der verschiedenen EiweiBkérper eine Verschiebung in der Zu- 
sammensetzung verursacht. Aus den Durchschnittswerten in der 
untersten Reihe, verglichen mit den Werten in der obersten (P), kénnen 
die gegenseitigen Relationen zwischen den Durchschnittswanderungs- 
geschwindigkeiten ohne Schwierigkeit errechnet werden. Bezeichnet 
man die Wanderungsgeschwindigkeit des Fibrinogens mit a, wird die 
des Globulins 1,8 a und die des Albumins 5,0 a. Da der EiweiBpfeiler 
nach 3 Stunden 30 bis 40 mm gewandert war, was ohne weiteres ab- 
gelesen werden konnte, so wird man verstehen, dab z. B. die Fibrinogen- 
molekiile im Durchschnitt 6 bis 8mm gewandert sein miissen; dies ist 
so viel, daB das Fibrinogen allein durch Diffusion nicht in die Kammer 
am positiven Pol gelangt sein kann. In diesem Falle wiirde iibrigens 
ebensoviel Fibrinogen in der Kammer am negativen Pol angetroffen 
worden sein; diese war jedoch frei von EiweiB. Das Fibrinogen wiirde 
demnach im Plasma eine negative Ladung haben, obzwar schwiicher 
als Globulin, und viel schwacher als Albumin, dies unter der Voraus- 
setzung, daB zwischen Ladung und Wanderungsgeschwindigkeit eine Art 
Proportionalitét vorhanden ist. So gibt beispielsweise die Formel 
von Burton [s. Scott und Svedberg (81)] eine direkte Proportiona- 
litat zwischen der Wanderungsgeschwindigkeit einerseits und der 
Potentialdifferenz zwischen Partikelchen und Lésungsmittel anderer- 
seits an. 


Wenn auch die Richtigkeit dieser Formel nicht als bewiesen an- 
gesehen werden kann, mu man wohl dennoch einen gewissen Zu- 
sammenhang zwischen Wanderungsgeschwindigkeit und dem Potential 
der Partikelchen (,,elektrische Oberflachenintensitat der Partikelchen**) 
im Verhaltnis zum Lésungsmittel annehmen. Das Resultat gibt dem- 
nach eine gewisse Stiitze fiir die Hébersche Auffassung von der Ein- 
wirkung der EiweiBkérper gegeniiber der von Wdéhlisch vorgebrachten 
(vgl. S. 8). 


Zusammenfassung, 


1. Durch Zusatz einer in bestimmter Weise dargestellten Chole- 
sterinsuspension zu Serum oder Plasma kann ein Teil des Cholesterins 
in klare Lésung iibergefiihrt werden. 


2. Lecithin oder Phosphatide aus Serum kénnen in klare Lisung 
iibergefiihrt werden; dabei zeigt sich jedoch, daB, wenn der ungeléste 
Uberschu8 wegzentrifugiert wird, ein Teil des Cholesterins davon ad- 
sorbiert worden ist und aus der Lésung verschwindet; dieses Chole- 
sterin riihrt von dem mit Ather ausschiittelbaren Teil des Chole- 


sterins her. 
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3. Die neu hinzugekommenen Lipoide werden beim Aussalzen der 
verschiedenen Eiweibfraktionen mit Ammoniumsulfat sowohl mit der 
Fibrinogen- als auch mit der Globulinfraktion ausgefallt. 


4. Es wurde die vom Verfasser friiher gemachte Beobachtung 
bekraftigt, daB die beim Aussalzen und nun auch in einem Falle 
bei Elektrodialyse ausgefillten Fraktionen alle Lipoide in gewissen 
regelmaBigen Proportionen enthalten, so dai der Quotient Chole- 
sterin: Lipoidphosphor sukzessiv sinkt, und zwar vom Fibrinogen zum 
Globulin zum Albumin. 


5. Die von anderen Autoren nachgewiesene antagonistische 
Wirkung des Cholesterins und Lecithins auf die Hamolyse der Blut- 
kérperchen konnte auch in dieser Arbeit festgestellt werden. 


6. Sowohl Cholesterin als auch Lecithin haben einen krdftig 
hemmenden EinfluB auf die Senkung der Blutkérperchen. Dieser 
Einflu8B wird durch eine quantitativ nachgewiesene Adsorption der 
negativ geladenen Lipoide an die Blutkérperchen erklart. Diese stand 
mit der durch die Lipoide herabgesetzten Oberflichenspannung in 
Zusammenhang. Durch die Einwirkung von Cholesterin wenigstens 
konnte dann eine Zunahme der negativen Ladung der Blutkérperchen 
konstatiert werden. 


7. Zwecks Erklarung dieses Effektes, der mangels einer sichere 
Korrelation zwischen Blutlipoidgehalt und Senkungsgeschwindigkeit 
schwer deutbar schien, wurden eine Reihe Ausschiittelungsversuche 
mit Ather an Plasma bei verschiedenem py angestellt. Daraus ging 
hervor, daB das Cholesterin des Plasmas bei py = 5,5 bis 6 sich in einer 
leicht extrahierbaren Form befindet, was mit dem isoelektrischen Punkt 
der Globuline, eventuell des Fibrinogens in Verbindung gebracht wird. 


8. Bei Atherextraktionsversuchen an dargestellten EiweiBfraktionen 
wurde diese Vermutung bestatigt. Es stellte sich heraus, daB Fibrinogen 
und Euglobulin mit Cholesterin eine Verbindung eingehen, die in 
bezug auf das Fibrinogen bei py etwa = 6, betreffs des Euglobulins 
bei pu = 5,5 bis 6 dissoziiert wurde. Diese Verbindung erwies 
sich beim Zusatz von Cholesterinsuspension als reversibel. Albumin 
band Chelesterin nur auf der sauren Seite des obenerwahnten 
pu- Gebietes. 


9. Bei den Phosphatiden kann man den kolloiden Zustand im 
Plasma mittels Atherausschiittelung nicht studieren; es wurde nun 
die Hypothese aufgestellt, da®B nur das von Fibrinogen und 
Globulinen ungebundene Cholesterin hemmend auf Aggregation und 
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Senkung der Blutkérperchen einwirke. Bei 28 Atherausschiittelver- 
suchen an normalen und pathologischen Menschenplasmen zeigte es sich, 
wie erwartet, daB zwischen Gesamtcholesteringehalt und Senkungs- 
geschwindigkeit keine Korrelation vorliegt, wahrend eine statistisch 
vollauf bewiesene, negative Korrelation zwischen der in fiinf Stunden 
ausschiittelbaren Menge Cholesterin und der Senkungsgeschwindigkeit 
vorhanden war; der Korrelationskoeffizient war, wenn alle Werte 
mitgenommen wurden, — 0,41 —- 0,12; wenn aber nur die Senkungs- 
werte unter 70mm pro Stunde in Betracht gezogen wurden, betrug 
der Korrelationskoeffizient -- 0,63 — 0,10. 


10. Die von anderen Autoren gefundenen Variationen in der Sen- 
kungsgeschwindigkeit durch Erhitzen von Plasma sind nicht auf die 
Lipoide zuriickzufiihren. 


11. Kataphoreseversuche direkt an Plasma ergaben als Resultat, 
daB sich die Wanderungsgeschwindigkeiten fiir Fibrinogen, Globulin und 
Albumin wie 1: 1,8: 5 verhalten. 


Nach AbschluB dieser Arbeit benutze ich die Gelegenheit, meinen 
Dank Herrn cand. med. G. Widstrém auszusprechen wegen der wert- 
vollen Hilfe, die er mir bei einem Teil der Analysenarbeit und auch 
in anderer Hinsicht geleistet hat. Gleichzeitig méchte ich auch 
Dr. 1. Schréder, Helsingfors, dafiir danken, da8 mir von ihr die Méglich- 
keit gewahrt wurde, einer Teil ihrer unter meiner Leitung ausgefiihrten 
Analysen in die vorliegende Arbeit aufzunehmen, 
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Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 
Leon Asher. 


Nr. 120. 


Die wachstumregulierende Funktion der Thymusdriise. 
Von 
Pierin Ratti. 
(Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 15. April 1930.) 
Mit 17 Abbildungen’ im Text. 


Einleitung. 

Die Funktion der Thymus gilt mit fiir die unaufgeklarteste von 
allen Organen mit unbekannten Funktionen, um den Ausdruck Organe 
mit innerer Sekretion zu vermeiden, mit dem man seit laingerer Zeit 
alle Organe mit unbekannter Funktion zusammenzufassen pflegt. 
Das Monumentalwerk von Hammar! orientiert trotz der erdriickenden 
Fille von Material, welche in diesem Werke aufgestapelt ist, wohl am 
eindringlichsten tiber die Unsicherheit des jetzigen Standes der Dinge. 
Es fragt sich, woher der unbefriedigende Zustand der Sachlage herriihrt 
und ob theoretische Griinde vorliegen, daB so wenig iiber die Funktion 
der Thymus bekannt ist. 


Bei einer Umschau in der Literatur erkennt man, daB hier und dort iiber 
Tatsachen berichtet wird, die gut fundiert sind und bei denen man sich 
fragen muB, woher die hyperkritische Stellungnahme ihnen gegeniiber 
stammt. Zu diesen Tatsachen rechnen wir diejenigen, die in den grund 


' Hammar, A., Der Menschenthymus. Bd. I, 1926. Bd. IT, 1929. 
Leipzig, Akademische Verlagsgesellschaft. 
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legenden Arbeiten von Basch und Matti! niedergelegt worden sind. Den 
sehr frappanten Tatsachen gegeniiber, welche diese Autoren beschrieben 
haben, wird hauptsachlich der Einwand entgegengestellt, daB die Ausfalls- 
symptome nicht auf dem Ausfall der Thymus beruhen, sondern Stall- 
erscheinungen seien. Was die Arbeit atti anlangt, so ist dieser Einwand 
mit Sicherheit unzutreffend, da die Mattischen Hunde eine groBe Zeit teils 
in dem Laufstall, teils in dem Garten des Berner Institutes zubrachten, 
in dem die Arbeit ausgefiihrt wurde. Eher laBt sich behaupten, daB die- 
jenigen, welche keine Ausfallsymptome bei jugendlichen Tieren beobachten 
konnten, es mit Hunden zu tun hatten, bei denen aus unbekannter Ursache 
die vorhandenen Thymusreste oder Thymusersatzteile oder Thymus- 
kompensationsméglichkeiten mit den damals angewandten Methoden nicht 
nachweisbar waren. Zu den Tatsachen, die wir im Auge haben, rechnen wir 
auch die im Berner Physiologischen Institut mehrfach nachgewiesene 
Wirksamkeit von Thymuspraparaten auf die Muskelermiidung. Auf dieses 
Funktionsgebiet der Thymus wird an dieser Stelle nicht weiter eingegangen, 
weil sich die nachfolgenden Untersuchungen auf ein anderes Funktionsgebiet 
der Thymusdriise beziehen. 


Was die theoretische Seite anbelangt, so ist doch vom biologischen 
Standpunkte aus eine Grundlage sicher gegeben. Die Thymusdriise ist 
ein Organ, welches im jugendlichen Zustand den héchsten Grad ihrer 
Ausbildung besitzt. Wenn wir auch, namentlich gestiitzt auf die sehr 
griindlichen Untersuchungen von Hammar, die Involution der Thymus 
nicht mehr auf ein so friihes Datum ansetzen werden und wir bei 
gesunden Lebewesen die Persistenz der Thymus iiber das friiheste 
Jugendalter anerkennen werden, bleibt doch jedenfalls die Dominanz 
der Beziehung zwischen Jugend und Thymus nach wie vor bestehen. 
Damit ist aber die funktionelle Verkniipfung der Thymus in erster 
Linie mit Geschehnissen des jugendlichen Alters gegeben. Es ist diese 
Erwaigung, welche schon mehrfach dazu Veranlassung gegeben hat, 
die Beziehung zwischen Thymus und Wachstum zu _ erforschen, 
und der, Erfolg der Arbeiten von Basch und Matti liegt eben in 
der Bericksichtigung des hier ausgesprochenen Gedankenganges. 
Er hat sich aber bisher nicht durchsetzen kénnen, und daher 
erwachst die Aufgabe, nicht diesen Gedankengang etwa aufzu- 
geben, sondern mit neuen Methoden dem alten Gedanken zum 
Durchbruch zu verhelfen. 


In diesem Sinne beschaftigt sich diese Arbeit mit dem Problem der 
Beziehung zwischen Thymus und Entwicklung des jugendlichen Tieres 
und sie zieht dabei als neuen methodischen Weg den heran, die Tiere 


1 Basch, K., Beitrage zur Physiologie und Pathologie des Thymus, 
Zeitschr. f. Path. 12, 180, 1913 (ILI, 1430). Matti, H., Untersuch. 
iiber die Wirkung exper. Ausschaltung der Thymusdriisen, M. G. M. 
C. 24, 665, 1912 (II, 1121), und Ergeb. d. inneren Med. 10, 1, 1912 
(III, 1429). 
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unter ungiinstige Entwicklungsbedingungen zu versetzen und unter 
denselben den EinfluB von iiberschiissiger Thymus zu untersuchen. 
Im Gegensatz zu friiheren Zeiten verfiigen wir jetzt iiber methodisch 
leicht zu handhabende und wohldefinierte Verschlechterungen der 
Entwicklungs- und Ernaihrungsbedingungen, indem wir die Tiere im 
allgemeinsten Sinne des Wortes entweder vitaminfrei oder vitaminarm 
ernihren. Wegen der namentlich von Basch und Matti behaupteten 
Beziehung der Thymus zum Knochenwachstum, die von den genannten 
Autoren auf dem Wege des Ausfalls der Thymus erschlossen wurde, 
habe ich als Hauptmethode bei meinen Untersuchungen die Er- 
zeugung von Rachitis angewandt und untersuchte, wie auf die 
experimentell erzeugte Rachitis die Zufuhr von Thymus wirkte. 
Aber es wurden auch noch eine Reihe von anderen Untersuchungen 
teils zur Kontrolle, teils zur Erweiterung der Basis meiner Unter- 
suchungen angestellt. 


Die Beziehungen der Thymus zum Wachstum wurden durch Ein- 
verleibung von Thymus bei jungen Ratten in folgenden fiinf Versuchs- 
reihen untersucht. 


Die erste Serie diente der Erforschung des Wachstums, und zwar 
nicht durch Ausfall, sondern durch Hyperthymisierung. Zu diesem 
Zwecke wurde an je vier junge Ratten Thymus implantiert, auBerdem 
erhielten diese Tiere neben ihrer Nahrung noch Thymus per os. Die 
Nahrung war die gewoéhnliche, welche bei jungen Ratten zu einem 
normalen Wachstum fiihrt. Die vier Kontrolltiere erhielten nur die 
gewohnliche Nahrung. 


Die zweite Serie wurde in der gleichen Weise angestellt, nur mit dem 
Unterschied, daB die Tiere im dunklen Raume leben muBten. AuBerdem 
erhielten einige Versuchstiere Thymusextrakte intramuskular oder 
subkutan. 


In der dritten Serie erhielten die Kontrolltiere und die Versuchstiere 
als einzige Nahrung die Rachitis erzeugende Nahrung nach McCollum. 
Den Versuchstieren wurde Thymus implantiert, parenteral Thymus- 
extrakte gegeben und dazu noch Thymus per os. Als bei den Kontroll- 
tieren die Symptome der schweren Rachitis auBerlich sichtbar waren, 
wurde die Serie abgeschlossen. 


Die vierte Serie zerfallt in drei Gruppen zu je drei Ratten. Die 
erste Gruppe als Kontrolltiere erhielten nur die MeCollumsche 
Nahrung und destilliertes Wasser. Die zweite Gruppe erhielt 
daneben noch Fleisch und die dritte Gruppe Thymus. Alle diese 
Tiere, sowie auch diejenigen der dritten Serie, waren bei Licht- 
abschluB gehalten. 
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In der fiinften Serie wurde von vornherein an unterernahrten 
jungen Tieren, die sich unter schlechten hygienischen Verhaltnissen 
befanden, gearbeitet. Die Kontrolltiere erhielten nur die Mc Collum- 
Rachitis erzeugende Nahrung, die Versuchstiere Thymus per os und 
einige davon noch Thymusextrakte injiziert. 


Untersuchungsmethoden. 
a) Untersuchung der Wirkungsweise : 
1. durch Thymusimplantation, 
2. durch Thymusextraktinjektionen, 
3. durch Thymuseinverleibung per os. 
b) Feststellung des Resultates: 
1. Wagen der Tiere in bestimmten Zwischenraiumen, 


2. durch Messung am Anfang und am Ende der Versuchszeit, 


* 


3. durch Photographie, 


— 


. durch Betrachtung des AuBern, 
durch Sektion. 


Allgemeines. Fiir die Untersuchungen wurden ausschlieBlich junge, 
drei bis vier Wochen alte Ratten verwendet. Sie wurden serienweise in 
Versuchs- und Kontrollitiere getrennt, in geraumigen Kafigen untergebracht. 
Die Serien wurden immer durch einzelne Wiirfe ausgefiillt. 

Implantation. Fir je zwei oder drei Ratten wurde die Thymus eines 
neugeborenen Meerschweinchens verwendet. Die Meerschweinchen wurden 
im Vorraum des Operationssaales in der Hals- und Brustgegend geschoren 
und desinfiziert. Die zu implantierenden Ratten wurden ebenfalls auf 
Brettchen riicklings aufgebunden, am Bauch geschoren und desinfiziert. 
Darauf wurden die Tiere auf den Operationstisch gelegt. Die Meer- 
schweinchen wurden betéubt und unter aseptischen Kautelen wurde ein 
Schnitt vom Kehlkopf bis zur Brustapertur gemacht und die Thymus unter 
Vermeidung jeder anderen Gewebsbeimischung herausprapariert und in ein 
sterilisiertes Glas gelegt. Darauf wurden den Ratten unter Beihilfe eines 
Assistenten durch einen 5mm langen Schnitt knapp neben der linea alba 
die Bauchdecken bis zum Peritoneum durchtrennt. Ein Teil der Meer- 
schweinchenthymus wurde ,zwischen _Peritoneum und Bauchmuskulatur 
hereingeschoben. Eine Verhiitung, da®B das Peritoneum nicht einrib, 
war nicht immer méglich. Darauf wurde eine Muskelnaht durchgefiihrt und 
die Wunde durch eine Kammnaht geschlossen und gejodet. Die Heilung war 
immer per primam intentionem. 


Thymusextraktion und -injektion. Ganz frische, soeben vom Schlachthof 
gebrachte Kalbsthymus wurde fein zerhackt und in einer fiinffachen Menge 
0,9°%, iger Kochsalzlé6sung etwa zwei Stunden extrahiert. Die EnteiweiBung 
geschah in iiblicher Weise, indem nach Zusatz einiger Tropfen verdiinnter 
Essigsiure das Extrakt im Wasserbad etwa 20 Minuten erhitzt, dann 
filtriert und mit einer n/5 Natronlauge neutralisiert wurde. Die Injektion 
wurde bei kraftigen Tieren in einer Menge von 0,1 bis 0,2 cem, bei kleinen 
Tieren von 0,1 cem Thymusextrakt in Zwischenriumen von drei Tagen 
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intramuskular oder subkutan ausgefiihrt. Komplikationen wurden nicht 
beobachtet. 

Die Einverleibung der Thymus per os. Man verwendete immer frische, 
héchstens drei bis vier Tage alte Kalbsthymus. Die Tiere fraBen die Thymus- 
stiicke sehr gern, besonders bei denjenigen Serien, die sonst nur Rachitis 
erzeugende Nahrung bekamen, zeigten die Tiere einen wahren HeiBhunger 
dafiir. Bei kleinen Tieren betrug die Menge 5 g, bei gréBeren bis zu 10g 
pro Tag. 

Die gewohnliche Nahrung, die allen Tieren auBer den Rachitisserien 
verabreicht wurde, bestand aus Brotabfaillen und gekochter, abgerahmter 
Milch. Als Streue fiir die Kafige wurden, ebenfalls auBer bei den Rachitis- 
serien, die nur in nackten Drahtgittern oder Glastrichtern untergebracht 
waren, feine Holzspane gebraucht. Bei den Kafigen fiir Rachitisversuche 
habe ich feinen Torfmull gebraucht, was in jeder Hinsicht als das Zweck- 
maBigste erscheint. 


Besprechung der Versuche mit Protokollen und Kurven. 
1. Serie. 


In dieser Serie wurde der Einflu8 der Thymus auf das Wachstum 
bei vier Wochen alten Ratten mit geniigender gew6hnlicher Nahrung und 
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Wachstumsversuche. 





1. Serie. 
Versuchstiere Durch- Kontrolltiere Darch- 
Datum Total c¢hnitt Potal cehnitt 
a b c d il bl el 11 
£ Y u £ Lv L £ £ + et £ ue 


77 +88 ~~ «80 86 331 828 85 92 102 90 379 94,7 
84 88 85 87 344 86 85 92 105 105 3887 96 
90 96 99 100 385 962 85 93/110 107 395 98 
98 103 109 113 423 105 93 97 | 124 125 439 109 
99 107 109 121 436 109 95 99 122 124 442 110 

102 110 112 122 436 109 81 91 120 112 405 101 

114 116 117 125 472 118 83 94 121 117 415 1038 

120 125 132 129 516 | 124 84 96 121 122 424 106 

123 142 147 133 545 | 136 87 100 124 128 435 108 

129 | 150 160 | 189 578 | 144 89 109 125 132 459 114 

142 151 165 150° 607 151 98 115 125 144 482 120 

155 | 153 172 155 635 159 102 115) 125 145 487 121 

160 155 174 158 647 161 195 120 126 146 497 124 

165 174 182 168 679 169 100 125 126 147 498 124 

168 180 190 170 708 177 108 126 139 150. 516 129 

170 185 195 175 725 181 114 136 140 155 545 136 

189 | 192 290 171 743 185 115 130/142 162 549 137 

175 | 186 190 170 721 180 100 139,130 142 592 125 

180 185 195 185 745 186 110 145 137 150 542 135 

210 199 205 190 795 198 120 152 155 160 597 149 


20. 


= 
e- # 


unter guten Lebensbedingungen gepriift. Die Serie bestand aus acht 
Tieren aus dem gleichen Wurf, wovon vier als Versuchstiere und 
vier als Kontrolltiere verwendet wurden. Die Serie wurde am 
6. Mai angelegt und am 19. Juni abgeschlossen. Bei den vier Ver- 
suchstieren wurde je eine halbe Meerschweinchenthymus implantiert. 
Mit der Nahrung erhielten sie auBerdem noch 5 bis 10g Thymus 
taiglich per os. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe teile ich in den vorstehenden 
beiden Tabellen mit, von denen die eine die fortlaufenden Gewichte 
gibt, die andere die gemessenen Kérperverhaltnisse, niaimlich die 
ganze Lange der Tiere, die Kopflinge und die Brustweite, und 
in einer kurvenmaBbigen Darstellung, in welcher die durchschnittliche 
Wachstumskurve der vier Versuchstiere und der vier Kontrolltiere 


7* 
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gezeichnet ist. AuBerdem gebe ich je eine Abbildung eines Kontroll- 


und eines Versuchstieres. 
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Abb. 3. 


Schon auBerlich zeigte sich der Unterschied, indem die mit Thymus 
gefiitterten Tiere ein viel glinzenderes Haarkleid hatten, eine elastischere 
Haut und ein sehr viel lebendigeres Benehmen. Sie waren viel groBer, 
hatten langere GliedmaBen und einen lingeren Kopf. Die Sektion ergab 
nichts besonderes auBer gewissen GréBenunterschieden, wobei aber zu 
bemerken ist, da® die Kontrolltiere in jeder Beziehung normal waren. 
die Versuchstiere hingegen ein iibernormal giinstiges Verhalten zeigten 
Wohl am klarsten geht dies aus der kurvenmaBigen Darstellung hervor, 
die etwa vom zehnten Tage der Behandlung an ein immer rascheres 
Wachstum der Thymustiere zeigt, so daB bei Abbruch des Versuchs die 
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Unterschiede zwischen den beiden Tieren ganz auberordentlich grobe 
sind. Durchschnittlich sind die mit Thymus behandelten Tiere 50 g 
schwerer. Diese Versuchsreihe beweist eklatant, daB die Behandlung mit 
Thymus bei jugendlichen Ratten das Wachstum stark férdert ; man kann 
geradezu von einer Hyperthymisierung sprechen. Die Erfolge gleichen 
etwa denen, wie sie von Evans mit Hypophysenvorderlappen erzielt 
wurden, nur mit dem groben Unterschiede, da die Fiitterung 
mit Hypophysenvorderlappen Abnormitaten erzeugte, wahrend die 
Hyperthymisierung sich in den Grenzen einer besonders giinstigen 
Normalitat halt. 


2. Serie. 


Diese Serie wurde folgenderweise ausgefiihrt. Von zwei gleichaltrigen 
Wiirfen von je sieben Stiick wurden acht als Versuchstiere und sechs als 
Kontrolltiere verwendet. Die Serie wurde am 10. Juli 1929 angesetzt 
und am 24. August 1929 beendet. Alle Tiere lebten ausschlieBlich in 
dunklem Raum. Die acht Versuchstiere erhielten auBer der gew6hnlichen 
Nahrung 5g Thymus taglich per os. Sie erhielten ferner eine Implan- 
tation von zusammen drei Meerschweinchenthymus. Vier von den acht 
Versuchstieren erhielten jeden dritten Tag eine Thymusextraktinjektion 
von 0,lecem. Die zur Kontrolle dienenden sechs Tiere wurden mit 
Milch und Brot ernahrt. 


Nach dem Gesagten handelt es sich in dieser Versuchsreihe 
darum, eine der Bedingungen, die fiir das Wachstum giinstig 
sind, ungiimstiger als in der Norm zu gestalten. Die Bedingung 
ist diejenige des Lichtes. Es wird allgemein anerkannt, daB die 
Aufzucht im dunklen Raume sehr viel schlechter vor sich geht 
als im Lichte. Die Ergebnisse dieser Reihe teile ich in einer 
Tabelle und in zwei Kurvendarstellungen mit, auBerdem gebe ich je 
eine Abbildung. : 
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Abb. 4. Abb. 5. 
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Abb. 6. Versuchstier. 





Abb. 8 Versuchstier. 





Abb. 9. Kontrolltier. 


einem durchschnittlich 
Diejenigen vier Tiere, 
2.5 g schwerer als die 

Dir 


Resultat. Die Versuchstiere kamen zu 
10g héheren Gewicht als die Kontrolltiere. 
die Injektionen erhielten, wurden durchschnittlich 
nichtinjizierten. Versuchstier Nr.8 starb am zweiten Tage. 
Sektion ergab keine Anhaltspunkte. Im Aussehen waren die Versuchs 
tiere ebenfalls durch ihr glinzendes Haarkleid und ihr lebendigeres 
Gebahren den Kontrolltieren etwas tiberlegen. Die Kurve zeigt bei den 
Versuchstieren im Anfang eine steiler steigende Tendenz als bei de: 
Kontrolltieren und konvergiert gegen den SchluB mit der zweiten. 
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Wenn auch die Unterschiede nicht so groB sind wie in der ersten Serie, 
so ist doch ein giinstiger EinfluB der Thymus unverkennbar. Die 
Versuchsreihe fiihrt daher zu dem Ergebnis, daB eine Hyperthymisierung 
ungiinstigen biologischen Bedingungen einigermaBen entgegenwirken 
kann. Diese Versuchsreihe fiihrt daber gleichfalls zu dem Schlub, 
daB das Vorhandensein der Thymus auf die Entwicklung jugendlicher 
Tiere einen férdernden Einflu®B ausiibt und die Bedeutung der Thymus 
erst dann klar zum Vorschein kommt, wenn man die Umweltsbedingungen 
so gestaltet, daB ihr EinfluB sichtbar werden kann. 


3. Serie. 
In dieser Serie wurde bei allen Tieren Rachitis durch die bekannte, 
Rachitis erzeugende Nahrung von Mc Collum hervorgerufen. Die zu den 
Versuchen benutzten Tiere waren drei Wochen alte, vom gleichen 
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Abb. 11. Versuchstier. 





Abb. 12. Kontrolltier. 








W 


T; 
pe 
Be 
we 
Di 
ab 
ke 


gut 
Im 
rac’ 
zu 


Unt 
geti 
Kor 
wies 
Kr 


von 
Xac 


Zu ' 


ibe: 
schi 
hera 
nam 
aucl 
folge 








erie, 

Die 
rung 
irken 
hlub, 
icher 
ymus 


ngen 


nnte, 
au den 
ichen 








Die wachstumregulierende Funktion der Thymusdriise. 111 


Wurf stammende Ratten. Drei dienten als Kontroll- und drei als 
Versuchstiere. Das ihnen gereichte Wasser war destilliertes. Alle 
Tiere wurden mit destilliertem Wasser versorgt: im tibrigen wurde fiir 
peinlichste Sauberkeit der Kafige gesorgt, ein Punkt, der von groBer 
Bedeutung ist. Die Versuchstiere erhielten Thymus per os und wurden 
wechselnd subkutan und intramuskulér mit Thymusextrakt injiziert. 
Die Versuchsreihe begann am 25. Juni und wurde am 29. Juli 1929 
abgeschlossen, als bei den Kontrolltieren schwerste Rachitis mit Leichtig- 
keit festgestellt werden konnte. 


Die Ergebnisse dieser Reihe bringe ich in der nachfolgenden 
Tabelle, in der Kurvendarstellung und in zwei ausgewahlten Ab- 
bildungen. 

Was die Kontrolltiere anbelangt, so zeigten sich vom 23. Juli 1929 
an mit Deutlichkeit rachitische Symptome, die sich von Tag zu Tag 
steigerten. Am 29. Juli starb ein Tier, eines verfiel in Koma und 
eines befand sich im Zustand der Agonie und verendete am nachsten Tag. 
Bei der makroskopischen Sektion wurden alle Zeichen der Rachitis 
festgestellt. Das Kérpergewicht der Kontrolltiere zeigte bis zum 26. Juli 
1929 einen ganz langsamen Anstieg, der tief unter der Norm lag, und vom 
26. Juli an beginnt der Gewichtssturz. 


Ganz anders verhielten sich die Versuchstiere. Sie waren stets in 
guter Verfassung und munter, das Kérpergewicht stieg dauernd steil an. 
Im ganzen Verlauf der Untersuchung war nicht der geringste EinfluB der 
rachitischen Nahrung und des dauernden Aufenthalts im Dunklen 
zu beobachten. 

Herr Prof. Dr. Wegelin hatte die groBe Giite, die mikroskopische 
Untersuchung der Knochen der Kontrolltiere und der mit Thymus 
gefiitterten Tiere vorzunehmen. Sein Befund lautete dahin, da® die 
Kontrolltiere auch mikroskopisch die Zeichen schwerster Rachitis auf- 
wiesen, ' wiahrend die mit Thymus behandelten Tiere véllig normale 
Knochenstruktur zeigten. 

Aus dieser Versuchsserie geht demnach klar hervor, daB die Zufuhr 
von Thymus trotz aller sonstigen Bedingungen, die zwangslaufig 
Rachitis veranlassen, geniigt, um das Auftreten der Rachitis vdéllig 
zu verhindern. 

So eindeutig das Resultat ist, so wenig bestimmt kann man sich 
uber das Wesen der Wirkung von Thymus aussprechen. Es sind ver- 
schiedene Méglichkeiten denkbar, aber ehe man an diese Méglichkeiten 
herantritt, ist zundichst eine andere Frage experimentell zu entscheiden, 
namlich die, ob die Wirkung der Thymus eine spezifische ist oder ob sie 
auch andern Geweben zukommt. Aus diesem Grunde wurde die nach- 


folgende vierte Serie angestellt. 
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4. Serie. 


In dieser vierten Serie wurden drei Reihen von je drei Wochen 
alten Ratten verwendet, im ganzen neun Stiick. Alle neun Tiere 
erhielten die McCollumsche Nahrung, destilliertes Wasser und ver- 
blieben wabrend der ganzen 





Dauer der Versuche im Dunklen. caus) iii Miu! Gab fe! Sas GE. la i) Sk ad 
. nr: . o } 
Drei von den Tieren erhielten tag- on Rachitisnahrung w. Thymes 
777 + fs 
lich 5g Thymus per os, weitere |) ~~ Agoniisnatiring u. 11e1s0 


--—-— 7" hachitisnahrung 


drei erhielten taglich 10g reines 
Muskelfleisch per os. Der Ver- 
such wurde am 22. November 
1929 angesetzt und am 30. De- 
zember 1929 mit Eintreten sehr 
schwerer Rachitis bei den Kon- 
trolltieren beendet. 

Die Ergebnisse dieser Ver- 
suchsreihe bringe ich in der 
nachfolgenden Tabelle, in der 





Kurvendarstellung sowie in drei 
ausgewahlten Abbildungen. bb. 13 





Abb. 14. 


Rachitisnahrung und Thymus 





Abb. 15. Abb. 16. 
Rachitisnahrung und Fleiseh Kontrolltier, nur Rachitisnahrur 


Biochemische Zeitschrift Band 223 g 
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Was die Kontrolltiere anbelangt, so gilt das gleiche wie in der 
voraufgehenden Versuchsreihe. Am 16. Dezember 1929 traten die 
ersten Symptome der Rachitis auf, am 30. Dezember 1929 starb das 
eine Tier, am nachsten Tage die beiden andern. 

Sowohl die mit Muskelfleisch wie die mit Thymus gefiitterten Ratten 
entwickelten sich gut, aber jederzeit war auBerlich, trotzdem man die 
mit Muskelfleisch gefiitterten Tiere als normal bezeichnen muBte, 
ein sehr deutlicher Unterschied zwischen diesen Tieren und den mit 
Thymus gefiitterten zu beobachten. Sie waren sehr viel gréSer und 
kraftiger und im a4uBeren Ansehen schéner. Der Unterschied tritt auch 
deutlich in der Gewichtskurve hervor. Die Kurve der mit Thymus 
gefiitterten Tiere steigt viel steiler an und erreicht einen sehr viel 
héheren Endwert. Dies ist um so bemerkenswerter, als die Menge von 
Thymus, welche die Tiere taglich zu sich nahmen, kleiner war, als die 
Menge von Muskelfleisch bei der andern Serie. 

Was nun die Rachitis anbetrifft, so ergab schon die makroskopische 
Untersuchung keine Anhaltspunkte fiir Rachitis, weder bei den mit 
Thymus, noch bei den mit Muskel gefiitterten Tieren. Professor Wegelin 
hatte wiederum die Giite, auf Grund der mikroskopischen Unter- 
suchungen mitzuteilen, daB keinerlei Anzeichen der Rachitis vorliegen. 

Diese Versuchsreihe entscheidet also dahin, daB die rachitisverhi- 
tende Wirkung der Thymus keine spezifische ist, da sie auch der Musku- 
latur zukommt. Es kann also die Thymusdriise weder ein spezifisches 
Hormon, noch ein spezifisches Vitamin enthalten, welches der Rachitis- 
erzeugung entgegenwirkt, es sei denn, daB man die noch zu _ priifende 
Annahme macht, daB die Thymusdriise als Erzeuger des Agens ver- 
antwortlich zu machen sei, welches sich auch in anderen Geweben 
gespeicherc vorfinde. Vorlaufig ist dies eine reine Hypothese. Nichts- 
destoweniger tritt die Cherlegenheit der Thymusdriise gegeniiber den 
Muskeln ganz entschieden zutage. Es ist klar, daB eine derartig fér- 
dernde Wirkung der Thymus auf das gesamte Wachstum unter denkbar 
ungiinstigen Bedingungen von Vorteil fiir den Widerstand gegeniiber 
den mannigfachsten Schadigungen, welche den Koérper treffen kénnen, 
sein mub. 

5. Serie. 

Die voraufgegangene Serie regte dazu an, den EinfluBb der Thymus 
auf unterernahrte junge Tiere, die unter schlechten hygienischen 
Verhaltnissen lebten, zu untersuchen. Um dieses Vorhaben auszufiihren, 
wurden sieben drei Wochen alte Ratten, die sich von vornherein in 
einem schlechten Zustand befanden, verwendet. Das klinische Bild 
bestand in gestriubtem, glanzlosem Haarkleid, pergamentartiger Haut, 
magerem Aussehen und gedriicktem Allgemeinbefinden. Mit Absicht 


wurden in dieser Versuchsreihe, im Gegensatz zu unseren sonstigen, 





116 P. Ratti: 


Kafige gewahlt, in denen die Tiere nicht hinreichend Wasser ausdunsten 
konnten, so daB haufig ihr Haarkleid feucht war. 

Die drei Kontrolltiere wurden nur mit der MecCollum-Nahrung 
ernahrt. Vier Tiere erhielten neben der Rachitis erzeugenden Nahrung 
taglich 5 g Thymus per os, auBerdem eine Implantation von zusammen 
zwei Meerschweinchenthymus. Zwei davon bekamen jeden dritten 
Tag intramuskuliér und subkutan 0,lcem Thymusextrakt  injiziert. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe bringe ich in der Tabelle 
sowie in der Kurvendarstellung. 


Wachstumsuntersuchungen bei schlechten hygienischen Verhdltnissen und 
krankhaften Tieren. 


5. Serie. 





Versuchstiere Kontrolltiere 


Durch- Durch- 

Datum a b e d schnitt al b1 el schnitt 

£ £ £ £ g g £ £ g 
14. V. 40 41 39 49 40 40 41 42 41 
16. V. 39 42 46 +4 42 48 41 46 42 
i}. 41 45 47 45 44 7 43 44 43.5 
a 43 47 47 48 46 38 44 41 
22. V. 45 48 49 50 48 738) 42 42 
24. ~V~ 46 49 51 51 48 7 (42) 
aT > 49 51 47 51 49 
29. V. 56 55 + (46) 54 55 
3 50 50 53 51 
a. Vi. 5b 57 58 57 
4 VI. 55 57 7OH 56 
es Vee 56 58 57 
13. VI. 59 60 59.5 
16. VI. 58 62 60 
19. VI. 60 66 63 
21. VI. 63 65 65 


Alle Tiere waren in mangelhaftem Zustand. Versuchstiere erhielten Thymusimplantation 
und Thymus per os 





a und b jeden dritten Tag 0,1 ccm d nimmt keine Thymus mehr 
Thymusextrakt. aound b nehmen die Thymus nicht 
el nimmt keine Thymus mehr mehr. 








% 16. 7.20 22.24% 27 22398 24% 7 MBB. 
Abb. 17. 
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Von den Kontrolltieren starb das erste am vierten Tag, das zweite 
am achten und das dritte am zehnten Tag. Die Sektion ergab leicht- 
gradige Rachitis und Kachexie. Von den Versuchstieren starb das eine 
Tier c am 15., das Tierd am 20. Tage. Hingegen blieben die beiden 
Ratten, welche die Thymusextraktinjektion erhielten, noch einen Monat 
am Leben, trotzdem sie den fortwahrenden schlechten Verhaltnissen 
ausgesetzt waren. Aus der Kurvendarstellung geht hervor, dab diese 
Tiere dauernd an Gewicht zunahmen. 

Diese Versuchsreihe zeigt wiederum die grobe Leistungsfaihigkeit 
der Zufuhr von Thymus bzw. der Hyperthymisierung fiir Wachstum und 
Widerstandsfahigkeit der Lebewesen gegen schlechte Ernahrungs- und 
Milieubedingungen. AuBerdem geht aus dieser Versuchsreihe hervor, 
daB gerade die parenterale Zufuhr von Thymusextrakt besonders 
giinstig wirkt. Diese letztere Erfahrung ist durch eine neue Versuchs- 
reihe, die soeben im Berner Physiologischen Institut mit Hilfe eines 
neuen Thymuspraparates abgeschlossen wurde, bestatigt und erweitert 
worden. 

Die vorliegende Arbeit hat den Beweis erbracht, daB in der Thymus 
eine Substanz vorhanden ist, welche, in vermehrter Weise dem Organis- 
mus zugefiihrt, demselben erhéhte Wachstumsfihigkeit  verleiht, 
und das sogar unter wenig giinstigen Verhaltnissen. Auch vermag die 
Zufuhr von Thymus den Organismus gegen Rachitis zu schiitzen. 
Diese Leistung der Thymus ist allerdings keine spezifische, da sie auch 
der Muskulatur zukommt. Da die Rachitis durch eine Nahrung erzeugt 
wurde, deren Wirkung von dem MiBverhaltnis zwischen Calcium und 
Phosphor herriihrt, wurde gepriift, ob etwa die Zufuhr von Thymus 
dieses MiBverhaltnis zu korrigieren vermag. Aus diesem Grunde habe 
ich Phosphorbestimmungen in der Thymus gemacht. Ich fand in 
100 g frischer Thymussubstanz 0,511°,, Phosphor. Auf Grund dieser 
Analyse und der in der Literatur vorliegenden Angaben tiber den 
Calciumgehalt der Thymus ergibt sich, dab eine Verschiebung des 
Verhaltnisses Calcium zu Phosphor in der Rachitis erzeugenden 
Nahrung (P 0,3019°, und Ca 1,221°,) nicht in Betracht 
kommt. Somit bleibt als Méglichkeit entweder ein vitaminahnlicher 
Koérper oder ein Hormon, oder ein Stoff, der nicht notwendiger- 
weise einer der beiden Klassen anzugehéren braucht, aber doch eine 
allgemein giinstige Wirkung auf die Koérperzellen auszuiiben verimag. 
Hieriiber miissen neue Untersuchungen Klarheit zu schaffen versuchen, 


und solche sind bereits in Angriff genommen worden. Cher jeden 
Zweifel erhaben ist die wachstumsférdernde Wirkung der Thymus. 
Hier hat die Methode der Hyperthymisierung die Einsicht noch weiter 
geférdert, als die friihere Methode der Ableitung der Thymusfunktion 
aus den Ausfallsymptomen nach Exstirpation der Thymusdriise. 
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Da in den Grundziigen aber die Ergebnisse beider Methoden iiberein- 
stimmen, darf man wohl die Auffassung, daB die Thymus auf inner- 


sekretorischem Wege -- innersekretorisch im allgemeinen Sinne des 
Wortes gebraucht, wie Asher! in der allgemeinen Physiologie der inneren 
Sekretion definiert hat -—- regulierend in das Wachstum eingreift, 


ernstlich in Betracht ziehen und den Hyperkritizismus gerade in Be- 
ziehung auf die wachstumregulierende Funktion der Thymus als fort- 
schritthemmend bezeichnen. Die wachstumregulierende Funktion der 
Thymus, die in dieser Arbeit nachgewiesen worden ist, traigt ihren 
besonderen Charakter und ist abweichend von dem wachstumregu- 
lierenden Einflusse anderer Driisen mit innerer Sekretion. Am scharfsten 
ist wohl der Unterschied im Vergleich zu dem EinfluB des Hypophysen- 
vorderlappens. Der letztere erzeugt ein UbermaB des Wachstums 
durchaus abnormer Art, wihrend die Thymus im Gegensatz hierzu eine 
Uberwertigkeitsfunktion innerhalb der Grenzen des Normalen besitzt. 
Behalt man den Ausdruck hypertrophisches Wachstum fiir ein mit 
abnormen Charakteren behaftetes bei, so diirfte man vielleicht das unter 
der Hyperfunktion der Thymus eintretende Wachstum als ein eutro- 
phisches bezeichnen. Es scheint, daB bis jetzt die Zufuhr von Thymus 
der einzige Fall ist, wo ChermaB noch nicht zu pathologischen Erschei- 
nungen Veranlassung gibt, wie dies, abgesehen von dem Hypophysen- 
vorderlappen, von der Schilddriise, von der Nebenschilddriise und von 
dem Inselapparat gilt. Man wird natiirlich angesichts der genannten 
Beispiele nach wie vor Vorsicht auch in bezug auf die Thymusdriise 
walten lassen. 


ZusammengefaBt sind die Ergebnisse der vorstehenden Arbeit 
die nachfolgenden: 


1. Zufuhr von Thymus per os neben gew6hnlicher Nahrung fiihrt zu 
einer groBen Steigerung des Wachstums jugendlicher Ratten innerhalb 
der normalen Grenzen. 


2. Die Wachstumsférderung bleibt auch noch erhalten, wenn die 
Tiere dauernd im dunklen Raume leben. 


3. Implantation von Thymusextrakt und Thymusfiitterung schiitzt 
Ratten vollstindig gegen die Rachitiserzeugung durch MeCollum- 
Nahrung und Aufenthalt im Dunklen. 


4. Diese Thymuswirkung ist keine streng spezifische, da sie auch 
durch Fitterung mit Muskel erreicht wird, aber die Wirksamkeit der 
Thymus ist derjenigen der Muskulatur weit iiberlegen. 


1 Asher, L., Handbuch der inneren Sekretion von M. Hirsch, 2. Bd., 
Leipzig, Curt Kabitzsch. 
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5. Selbst unter Bedingungen der Unterernihrung und = der 
schlechten hygienischen Verhaltnisse bewahrt sich die Hyperthy- 
misierung. 

6. Die Erfolge der Hyperthymisierung sprechen zugunsten der 
Auffassung, daB die Thymus einen normalen wachstumsregulierenden 
EinfluB besitzt, und in diesem Sinne gehért die Thymus unzweifelhaft zu 
den innersekretorischen Organen im Sinne der allgemeinen Physiologie 
der inneren Sekretion. 


Anmerkung: An dieser Stelle méchte ich noch Herrn E. Kressmann 
fiir die photographischen Aufnahmen der Ratten meinen besten Dank 
aussprechen. 


Einflub der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Salzflockung der Serumeiweibkorper. LI. 


Von 
D. v. Klobusitzky. 


(Aus dem physiologischen Institut der kgl. ung. Elisabeth-Universitat 
in Pées.) 


(Eingegangen am 22. April 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In den unter demselben Titel bisher erschienenen Mitteilungen! * 
wurden die Ergebnisse von solchen Versuchen wiedergegeben, in denen 
die auf Vollserum, Serumalbumin und Serumglobulin ausgeiibte 
destabilisierende Wirkung einzelner Neutralsalzlésungen bei ver- 
schiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen (Cy) von quantitativen 
Gesichtspunkten aus untersucht wurde. In den auf eine Eiweibart 
beziiglichen Versuchen spielten vier Komponenten eine Rolle, und 
zwar die Konzentration der Eiweiblésungen, die Konzentration und 
Beschaffenheit der Salzl6sungen und die Cy. Die Salzl6sungen wurden 
in solchen Konzentrationen verwendet, die bei gewéhnlichen Be- 
dingungen zur Trennung der Gesamtglobulinfraktionen von den 
Albuminen erforderlich sind, alle itibrigen Komponenten wurden 
variiert. Um die mit den verschiedenen EiweiBlésungen erreichten 
Resultate miteinander vergleichen zu kénnen, wurde ein Quotient, 
die negative Flockungszahl (—-F.Z.) eingefiihrt, welchen wir folgender- 
maBen errechnet hatten: Der héchste Eiweibgehalt der betreffenden 
Serie wurde als Einheit betrachtet und durch diese als héchsten Gemein- 
dividenten wurden die bei den verschiedenen Cy in den iibrigen Gliedern 
der Serie noch in Lésung gebliebenen EiweiBmengen dividiert. Nach 
den bisherigen Resultaten lieB sich feststellen, daB in bezug auf Voll- 
sera oder dieselben EiweiBarten diese —- F. Z. soweit es bei solchen 
Versuchen iiberhaupt zu erwarten ist —- von den Eiweibkonzentrationen 


t J. Csapo und D. +. Klobusitzky, diese Zeitschr. 151, 90, 1924. 
* D.v. Klobusitzky, ebendaselbst 209, 304, 1929. 
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unabhangig und, auf dieselben Salze bezogen, in erster Linie von der 
Cy abhangig sind. Bei Verwendung verschiedener Salze kommt auber- 
dem die Beschaffenheit des Salzes auch zu einer nicht geringen 
Geltung. 


Die vorliegende Arbeit beschrankt sich in bezug auf das Eiweif 
auf rein qualitative Ergebnisse. Die Salzkonzentrationen wurden 
jedoch variiert und die Zusammenhange zwischen Salzkonzentrationen 
und Cy untersucht. Das Prinzip, dieses Ziel zu erreichen, war folgendes: 
Von den fiir die EiweiBflockung gebrauchlichsten Neutralsalzen, d. h. von 
NaCl, Na,SO,, MgSO, und (NH,),SO,, wurden von 0,5 Normalitat 
an aufwarts so lange héher konzentrierte, voneinander um 0,25 bzw. 
0,5 Normalitaét abweichende Lésungen hergestellt, bis es méglich war, 
bei gew6hnlicher Zimmertemperatur haltbare Lésungen zu bekommen. 
Als MaB der Flockungskraft der einzelnen Salzkonzentrationen wurde 
diejenige geringste Saure- bzw. Laugenmenge betrachtet, bei welcher 
innerhalb einer Stunde bei Zimmertemperatur noch eben eine filtrier- 
bare Triibung zu beobachten war. 


Die erste systematische und daher grundlegende Arbeit auf diesem 
Gebiet stammt von Hofmeister', in der er die Fallungskraft verschiedener 
Neutralsalze von den Konzentrationen von 0,5 bis 5,5 molar auf 
Globulinlésungen untersuchte und auf Grund seiner Versuchsergebnisse 
die Meinung auBerte, daB die Konzentration, bei welcher ein Salz eine 
EiweiBlésung zu fallen beginnt, fiir das Salz ebenso charakteristisch 
ist, wie irgendeine andere physikalische Eigenschaft. Ahnliche Ver- 
suche hat Pauli? mit Ovalbumin angestellt, und seiner Meinung nach 
haben die Kationen die dominierende Wirkung bei den Fallungs- 
erscheinungen, wahrend die Anionen eine hemmende Wirkung aus- 
iiben. Bei diesen Versuchen von Hofmeister und Pauli wurden Sauren 
oder Laugen nicht verwendet. Der Einflu®8 der Sauren bzw. der 
Basen bei der Flockung der Eiwei$kérper wurde ausfiihrlicher zuerst 
von Mellanby*® studiert, der zu Salzglobulinlésungen bei konstanten 
Salzkonzentrationen (0,3 bzw. 0,5°.) verschiedene Mengen von Sauren 
bzw. von Basen hinzugefiigt hat. Mellanby zog aus seinen Versuchen 
den SchluB, daB diese verschiedenen Salze bei solchen geringen Kon- 
zentrationen den Verlauf und das AusmaB der Saureflockung nicht 
beeinflussen. In einer spaiteren Arbeit’ konnte er feststellen, daB die 
destabilisierende Wirkung des Kochsalzes mit erhéhter Siurekonzentra- 
tion zunimmt. Mit Mellanbys erstgenannter Arbeit gleichzeitig ver- 


1 F. Hofmeister, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 27, 395, 1889. 
Wo. Pauli, Hofmeisters Beitr. 3, 225, 1902. 

J. Mellanby, Journ. of Physiol. 33, 338, 1905/06. 

Derselbe, ebendaselbst 36, 288, 1907. 


- @ we 


122 D. v. Klobusitzky: 


éffentlichte Hardy eine Mitteilung!, in der die auf Globuline ausgeiibte 
Wirkung der Neutralsalze in Anwesenheit von HCl erértert wird. 
Howe* hat bei seinen auf BluteiweiBkérper beziiglichen Salzfallungs- 
untersuchungen gewisse kritische Zonen der Salzkonzentrationen ge- 
funden und die Breite dieser waren nicht fiir alle Salze gleich. Der 
genannte Autor hat in einer anderen Arbeit® einerseits die zur Fallung 
der ersten Fraktion des Serumeiweifes, andererseits die zur Fallung 
des Fibrinogens, Euglobulins und des ersten und zweiten Pseudo- 
globulins nétige Menge verschiedener aquimolekularer Salzlésungen 
bestimmt. Seine Befunde entsprechen den Hofmeisterschen Reihen. 
Er erkennt zwar auch den bedeutenden Einflu®B der Kationen auf die 
Fallung an, aber —- im Gegensatz zu Pauli —- leugnet er ihre iiber die 
Anionen unbedingt dominierende Wirkung. Artom* hat auf Grund 
von Ovalbumin- und Hamoglobinflockungsversuchen festgestellt, da’ 
bei Uberschreitung gewisser Salzkonzentrationen die gefillte Eiweib- 
menge von der Konzentration des Proteins unabhingig wird. 


Aus den oben angedeuteten Literaturangaben ist gut ersichtlich, 
daB diese Frage systematisch und in bezug auf alle SerumeiweiBkérper 
von ein und demselben Forscher eigentlich nie untersucht wurde, und 
daB zwischen den Meinungen und Versuchsergebnissen der einzelnen 
Autoren gewisse Widerspriiche bestehen. Diese Widerspriiche sind - 
abgesehen davon, daB die Resultate, die mit nach verschiedenen 
Methoden hergestellten EiweiBkérpern erreicht wurden, untereinander 
sehr schwer zu vergleichen sind —- meiner Meinung nach darauf zuriick- 
zufiihren, daB bei den EiweiBflockungsversuchen einige Faktoren, die 
scheinbar nebensachlich sind, eine bedeutende und ausschlaggebende 
Rolle spielen. Schon Hardy hat in seiner oben zitierten Mitteilung 
darauf aufmerksam gemacht, daB die Geschwindigkeit, mit der die 
Salzlésungen zu den Globulinen hinzugefiigt werden, das Resultat beein- 
flussen. Meinen Erfahrungen nach mub, wenn man untereinander 
vergleichbare Resultate bekommen will, darauf geachtet werden, dal 
die Reihenfolge des ZusammengieBens der Fliissigkeiten bzw. Lésungen, 
sowie die Geschwindigkeit und der Druck beim Zusammenmischen 
méglichst gleich sein sollen. Ich habe als das Beste gefunden, wenn 
zuerst der Eiweibkérper, nachher das Wasser, danach die Saure bzw. 
die Lauge und zum SchluB die Salzlésung in die Eprouvette gegeben 
wird. Der heikelste Teil des Versuchs ist die gleichmaBige Zufiigung 
des Salzes, da es sich méglichst rasch und gleichmaBbig mit der Eiweib- 


1 W. B. Hardy, Journ. of Physiol. 38, 251, 1905. 

2 P. BE. Howe, Proc. of the soc. for exper. biol. and med. 20, 91, 1922. 
8 Derselbe, Journ. of biol. Chem. 57, 241, 1923. 

4 C. Artom, Boll. della Soc. Ital. di Biol. Sperim. 2, VI, 651, 1927. 
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menge vermischen soll und das Umriihren der Reagenzglischen als 
Fehlerquelle dienen kann. Ich habe deshalb die Salzlésungen aus fein 
ausgezogenen Pipetten an der Wand der Reagenzgliaser ausflieBen 
lassen. 


Methodik. 


Als Versuchsmaterialien wurden von der Schlachtbank bezogene 
Pferdesera und aus Pferdesera hergestellte Albumin- und Gesamtglobulin- 
lésungen verwendet. Das Pferdeblutserum wurde auf folgende Weise er- 
halten: Das Blut wurde direkt von der Ader in flachen, 2 bis 3 Liter 
fassenden GefaBen aufgefangen, im Kiihlraum gerinnen gelassen und nach 
24 Stunden Stehen das Serum abgesaugt. Die Herstellung der Albumin- 
und Globulinlésungen wurde im oben zitierten zweiten Teil dieser Arbeit 
ausfiihrlich erwahnt. 

Die Bestimmungen der GesamteiweiBgehalte wurden mit der Mikro- 
Kjeldahlmethode durchgefiihrt. Zur Austiihrung der Stickstoffbestimmungen 
wurde leem von der Stammlésung mit physiologischer NaCl-Lésung auf 
l6cem verdiinnt, und aus diesen verdiinnten Lésungen habe ich 2 cem 
in einen 100 cem fassenden Kjeldahlkolben abgemessen und den Stickstoff- 
gehalt mit einem von Bang modifizierten Preg/schen Mikro-Kjeldahlapparat 
auf azidimetrischem Wege bestimmt. Zur Titration wurden n/70 Losungen 
und Preglsches Methylrot als Indikator verwendet. 


Von dem betreffenden Versuchsmaterial wurde je 1 cem in eine Reihe 
von Reagenzglasern gefiillt und verschiedene Mengen Wasser und Siure 
bzw. Lauge zugegeben, aber derart, daB das Gesamtvolumen dieser zwei 
letztgenannten Fliissigkeiten stets gleich — 3cem — blieb. Zum ersten Gliede 
einer Serie kamen gewéhnlich nur 3cem Wasser und zum letzten nur 
3cem Séure oder Lauge. Zu allen Reagenzréhrchen jeder Serie kamen 
10 cem von den betreffenden Salzlésungen hinzu. Bei der Bereitung dieser 
Salzlésungen wurde Riicksicht darauf genommen, da davon 10 c¢em zu 
4 ecm EiweiB-, Saiure- bzw. Lauge- und Wassergemisch kamen und deshalb 
die Stammlésungen derart hergestellt wurden, daB die in den Tabellen 
angegebenen Konzentrationen erst in der Verdiinnung 10 zu 14 erreicht 
wurden. Bei den Vollsera und Globulinen wurde weiter nicht auBer acht 
gelassen, da®B diese nicht elektrolytfrei waren, sondern NaCl: in einer 
ziemlich hohen Konzentration enthielten. Um die médgliche Genauigkeit 
zu erreichen, wurde bei den Vollsera eine 0,65, bei den Globulinen eine 
0,9°, entsprechende Quantitét von den NaCl-Mengen abgerechnet. 

Die Variierung der Cy geschah mit n/30 HCl oder n/30 HNO, und 
mit n/20 KOH bzw. n/20 NaOH. Die Cy habe ich nur in einzelnen Fallen 
bestimmt (auf elektrometrischem Wege), und deshalb sind keine dies- 
beziiglichen Angaben in den Tabellen zu finden. Da stets dieselbe Séure- 
bzw. Laugelésung verwendet wurde, konnte auf diese Weise kein Fehler 
vorkommen. 


Experimenteller und theoretischer Teil. 


In den nachstehenden Tabellen und Abbildungen sind die Resultate 
der Versuche zusammengestellt. Die Kolumnen 2 und 5 enthalten die- 
jenigen geringsten Saure- bzw. Laugenmengen in Kubikzentimetern aus- 
gedriickt, bei denen das an der Spitze der Kolumne genannte Salz der in der 
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ersten Kolumne angegebenen Normalitat eine Flockung verursachte. Der 
Strich (—) in einer Rubrik bedeutet, daB auch 3 ccm von den Sauren oder 
Laugen unwirksam waren, also keine Flockung verursachten. 


A. Neutralsalzwirkungen bei Anwesenheit von Sduren. 


Tabelle I. 


Vollsera. EiweiBkonzentrationen 6,73 bis 7,25°,,.. Das destillierte Wasser 
wurde ersetzt durch n/30 HNO, oder HCI. 





Normalitat NaCl Na,SO, 


(NHg)2S804 MgSO, 
der Salzlésung + cem Séure + ecm Sture 


+ cem S&ure + cem Séure 


0,75 wa z : ae 
1,0 2.5—2.6 23 — — 
1.5 2,2—2,.4 1,6—1,8 2,9—3,0 

2,0 2,1—2,2 0.0 1,5—1,7 — 
2,5 2,1—2,2 1,3—1,5 

3,0 1,9—2,0 0,0 1,4—1,6 
35 1,8 0,0 


Tabelle 11. 


Globulinlésungen. EiweiBkonzentrationen 3,69 bis 5,39°,. Das destillierte 
Wasser wurde ersetzt durch n/30 HNO, oder HCI. 





Normalitat NaCl NagSO, 


(N Hg)o5 04 MgSO, 
der Salzlisung + cem Saéure + ecem Sture 


+ cem Saure + cem Saure 





Tabelle III. 


0,75 — _ — — 
1,0 1,4 1,8 —_ - 
1,5 0,7 0.8 > a 
2.0 0,6 0,0 0,8 2.6 
2,5 0,5 0,3 2,2 
3,0 0,5 0,0 0,6 
3.5 03 0.0 


Albuminlésungen. EiweiBkonzentrationen 2,59 bis 5,58°,. Das destillierte 
Wasser wurde ersetzt durch n/30 HNO, oder HCl. 





Normalitat 
der Salzlisung 


NaCl 


+ cem Séure 


NagSO, 


+ cem Séure 


(N Hg)oSO4 MgSO, 
+ cem Sa&ure 


+ cem Séure 


0,75 — — -- 
1,0 _ 2,8 — - 
1,5 1,0 0,8 -- 

2,0 0,8 0,2 — - 
2,5 0,6 0,0 1,8 - 
3,0 0,4 1,0 

3,5 0,4 0,5 


In der Tabelle I sind vor allem die mit NaCl erreichten Angaben zu 
beachten. Dieses Salz hat scheinbar 


abgesehen vom Na, SO, — von 





allen Salzen die starkste Flockungskraft ausgeiibt, es geniigte namlich in 
aquimolekularer Lésung die geringste Siuremenge, um eine Flockung zu 
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verursachen. Der starke Effekt des NaCl ist aber nur bei einer geringen 
Konzentration vorhanden, was ohne weiteres daraus zu ersehen ist, da®B das 
Na, SO, bei 2,0n, das (NH,),SO, bei 3,0n und das MgSO, bei 3,5n 
Lésungen ohne Séurezusatz flockend wirkten, wiaihrend das NaCl auch bei 
solechen Normalitaten eine immerhin betrachtliche Menge Siure dazu 
brauchte. Eine Betrachtung der Wirkung des Kochsalzes zeigt uns weiter 
deutlich, da8B der Zusammenhang zwischen der Saiuremenge und der Salz- 
konzentration bei diesem Salz am starksten ausgeprigt ist. Bei keinem 
anderen Salz ist die Erhéhung der Konzentration um Halbnormalitat mit 
einer so regelmaBigen, stufenartigen Abnahme der Sauremenge verkniipft. 
Eine Ausnahme ist nur bei der Verwendung von 2,0 und 2,5 n Lésungen 
zu beobachten, da bei ihnen die gleichen Saéuremengen (2,1 bis 2,2 ecm) 
wirksam waren. Dieser Umstand ist deshalb bemerkenswert, weil aus 
meinen friiheren diesheziiglichen Untersuchungen sich ergab, daB bei 
dieser Saéuremenge, die dem py 3,8 entspricht, die Grenze des langsam 
wachsenden Einflusses der C'y liegt, und wenn man diese Grenze iiberschritten 
hat, iiberwiegt die destabilisierende Kraft der Wasserstoffionen so sehr 
die der Salzionen, daB kein bemerkbarer Unterschied zwischen den ein- 
zelnen Salzen mehr besteht. 

Bei allen iibrigen Salzen iiberwiegt der EinfluB der Salzkonzentration 
mehr oder minder den der Séurekonzentration. Besonders ausgepragt ist 
diese Erscheinung bei dem MgS0Q,, das erst bei 3,0n eine Flockungs- 
wirkung hat und bei 3,5n schon ohne Séurezusatz zur Geltung kommt. 
Das Ammoniumsulfat bildet den Ubergang zwischen dem NaCl und den 
iibrigen Salzen. Wenn wir annehmen, daB bei dem NaCl die Wirkung der 
Saure gréGBer ist als die des Salzes und hei dem Na, SO, und MgSO, der Fall 
umgekehrt liegt, so kénnen wir sagen, da’ bei dem (N H,). SO, die destabili- 
sierende Kraft dieser zwei Komponenten ungefihr gleich ist. 

Da in kurzer Zeit der SchluBteil dieser Arbeit erscheint, wire es ver- 
friiht, an dieser Stelle uns mit der Theorie der Salzwirkungen eingehender 
zu befassen. Soviel ist aber ganz zweifellos, daB die destabilisierende Wirkung 
der Salze in Anwesenheit von Sauren (und Laugen) einerseits auf die 
Ionisation der EiweiBkérper und andererseits auf das Wasserentziehungs- 
vermégen der Salze bzw. auf die elektrische Ladung der einzelnen Salz- 
ionen zuriickgefiihrt werden kann. 

Die durch die vier verwendeten Salze ausgeiibten Wirkungen weichen 
so sehr voneinander ab, da diese Unterschiede mit ihren auf die H-Ionen- 
aktivitat ausgeiibten verschiedenen Einfliissen nicht erklart werden kénnen. 
Die Erklarung dieser Unterschiede kénnen uns nur die sogenannten Neben- 
ionenwirkungen geben. Zahlreiche in den letzten Jahren durchgefiihrte 
Untersuchungen !,2 beweisen uns die Bedeutung der Nebenionenwirkungen 
bei der Salzflockung, und meine eigenen, besonders mit Na, SO, und MgSO, 
erreichten Resultate bestatigen auch sehr deutlich die Richtigkeit dieser 
Theorie. 

Die Wirkung dieser Salze la8t sich auf Grund der Nebenionenwirkungen 
folgenderma®en erklaren: 

Wir wissen, da8 die EiweiBkérper mehr oder minder positiv geladene 
Kolloide sind und bei saurer Reaktion eine erhéhte positive Ladung be- 


1 W. Pauli-E. Valké, Elektrochemie der Kolloide. Kap. 14 und 21. 
Wien-Berlin, J. Springer, 1929. 
2 W. Pauli und M. Wittemberger, Kolloidzeitschr. 50, 228, 1938. 
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sitzen. Da bei den Salzflockungserscheinungen hauptsichlich die ionisierten 
Anteile der EiweiBkérper in Frage kommen, so sind alle diese Faktoren, 
die die Lonisation beeinflussen, auch fiir diese maBgehbend. Die Ionisation 
der positiv geladenen KiweiBbkérper wird in Anwesenheit von Neutral- 
salzen hauptsichlich von den Anionen der Salze beeinfluBt bzw. geférdert, 
die Kationen haben dagegen eine entgegengesetzte Wirkung. Die 
Forderung geschieht in der Weise, daB die Anionen die positiven Ladungen 
der EiweiBbk6rper neutralisieren; die so neutralisierten EiweiBsalze flocken 
aus, und infolgedessen bilden sich im Sinne des Massenwirkungsgesetzes 

neue ionisierte Anteile. Der Grad der Férderung oder des Zuriick- 
drangens der Flockungstendenzen hiangt also mit den Ladungen der Tonen 
zusammen. Aus dem Grunde ergibt sich, daB die Salze, die neben einem 
einwertigen Kation ein zweiwertiges Anion enthalten, eine starkere 
Flockungskraft ausiiben als diejenigen, die aus gleichwertigen Anionen und 
Kationen gebildet sind und diejenigen Salze werden am _ wenigsten 
destabilisierend wirken, bei denen die Kationen mehrwertiger sind als 
die Anionen. 

Wendet man die oben erwihnten Ausfiihrungen auf meine Resultate 
an, so lassen sich diese in folgender Weise erkliren: 

Bei dem NaCl spielt die gréBte Rolle die Cy, d.h. die Tonisation der 
KiweiBkérper wird hauptsichlich von den Wasserstoffionen verursacht. 
Seine langsame, stufenweise Wirkung kann dadurch so pragnant zur Geltung 
kommen, weil seine Ionen gleichwertig sind und das einwertige Anion ein 
verhaltnismaBig geringes Wasserentziehungsvermégen besitzt. Die Sonder- 
stellung des NaCl denke ich also darauf zuriickfiithren zu kénnen, daB bei 
diesem Salz die Flockung gréBtenteils durch von H-Ionen hervorgerufene 
lonisation verursacht wird, wihrend hei den anderen Salzen der FinfluB 
der durch H-Ionen verursachten Ionisation infolge der durch Salzionen 
verursachten Tonisation zuriickgedringt wird. 


Die mit Na,SO, und (NH,),S0O, erreichten Resultate sind auf Grund 
der Nebenionenwirkungen vollkommen zu verstehen. Bei diesen Salzen 
spielt die dominierende Rolle das zweiwertige Anion, hauptsachlich durch 
seine negative Ladung. Die geringen Konzentrationen, bei denen die 
Flockung schon ohne Saurezusatz zu beobachten war, kann man durch 
das Wasserentziehungsvermégen des SO erkliren. Die Tatsache, dah 
das (N H,), SO, erst bei gr6Berer Konzentration wirksam war als das Na, SQ,, 
findet ihre Erklarung dadurch, da® dieses Salz im Anfang mit dem HC! 
ein saures Doppelsalz bildet und dadurch die Wirksamkeit des SO,-[ons 
leidet. 

Die Wirkungsweise des MgSO, méchte ich fast vollkommen seinem 
Wasserentziehungsvermégen zuschreiben. Das zweiwertige Kation laBt niim- 
lich die entladende Wirkung des SO{ nicht zur Geltung kommen und so 
wird die Tonisation der EiweiBkérper — ebenso wie bei dem NaCl —. in 
erster Linie durch die H-Ionen verursacht, aber die auf diese Weise 
ionisierten Anteile werden von dem Mg-Ion stabilisiert, und die Flockung 
kann erst dann auftreten, wenn die Salzkonzentration hoch genug ist, um 
das Wasserentziehungsvermégen des Salzes geltend zu machen. 


Die Tabelle II enthalt insofern interessante Angaben, als man hatte 
erwarten kénnen, da® das Euglobulin bei ahnlicher Konzentration an- 
fangt, aus dem Globulingemisch auszuflocken, wie aus dem Serum. Da 
es nicht der Fall ist, sondern bei allen Salzen eine regelmaBige und be- 
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deutende Erhéhung der Flockungskraft zu beobachten war, mu’ man 
annehmen, da das Albumin im Serum eine weit gréBere Schutzkolloid- 
wirkung besitzt, als man auf Grund seiner Goldzahl! erwarten kénnte. 
Dieser scheinbare Widerspruch zwischen seiner Goldzahl und Schutz- 
wirkung ist aller Wahrscheinlichkeit nach darauf zuriickzufiihren, da®B im 
Serum vorhandene verschiedene Lonen und andere Substanzen (Lipoide ?) 
die Schutzwirkung erhéhen. 


Beim Betrachten der Daten der Tabelle II] darf man nicht auBer acht 
lassen, daB die Albuminlésungen eine viel héhere Cy hatten, als die 
des Vollserums oder der Globulinlésungen. Nach den elektrometrischen 
Bestimmungen waren die Ausgangs-py (d.h. die ohne Saurezusatz ge- 
messenen Py) bei den ersteren zwischen 4,85 und 4,97, wihrend sie bei den 
letzteren zwischen 7,39 und 7,51 bzw. 6,05 und 6,21 betrugen. Auch die 
vergleichenden Cy-Bestimmungen bewiesen immer was zu erwarten 
war —, daB, auf gleiche Salzkonzentration bezogen, das Albumin erst bei 
héherer Cy instabil wird als das Vollserum. So hatte z. B. das Serum, welches 
2.0n NaCl-Lésung und 2,l ecm n/30 HNO, enthielt, ein py von 4,08, 
dasjenige, welches 2,5n (NH,),SO,-Lésung und 1,5 cem n/30 HCl ent- 
hielt, ein py von 4,73, wahrend die 5,58°,ige Albuminlésung nach Hin- 
zufiigen von 2,0n NaCl-Lésung und 0,6cem n/30 HNO, ein py von 
3,89 und nach dem Hinzufiigen von 2,5 n (N H,),SO,-Lésung und 1,8 cem 
n/30 HCl ein pq von 3,01 hatte. 


Sehr bemerkenswert ist die Tatsache, daS das NaCl eine gréBere 
Flockungskraft ausgeiibt hat als die des (NH,),SO,. Mit der Erklarung 
dieser experimentellen Resultate will ich mich vorliufig nicht befassen, 
darauf werde ich in dem niachsten Teile dieser Arbeit anlaiBlich der aus- 
fiihrlichen theoretischen Besprechung der Salzwirkungen zuriickkommen. 


Zum genaueren Uberblick iiber die Verschiedenheiten der Wirkungen 
der einzelnen Salze dienen die nachstehenden Abbildungen. Die Linie 
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1 R. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe, 4. Aufl., 
8. 248. Leipzig, W. Engelmann, 1926. 
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B. Neutralsalzwirkungen bei Anwesenheit von Laugen. 


Tabelle IV. 


Vollsera. EiweiBkonzentrationen 6,73 bis 8,01°,. Das destillierte Wasser 
wurde ersetzt durch n/20 KOH oder NaOH. 





Normalitat NaCl NagSO, (NHg)gS O04 MgSO, 
der Salzlisung + ecm Lauge + ccm Lauge + ecm Lauge + ccm Lauge 
2,0 — _- a 
2,5 — 1,6—3,0 ~ 
3,0 _ - 2,2—2,6 

3,5 — — 


Auf Grund der Nebenionenwirkungen sind im alkalischen Medium, 
in dem die ExweiBkérper negative Ladung besitzen, eher entgegengesetzte 
Resultate zu erwarten als bei saurer Reaktion. Dort wird die Ionisation 
abgesehen von den OH-Ionen — von den Kationen der Salze geférdert, 
also ist, was ihre Flockungskraft anbelangt, die Wertigkeit der Kationen 
und das zwischen den Ladungen der Kationen und der Anionen bestehende 
Verhaltnis maSgebend. Diesem Gedankengang entsprechend hitte man in 
dieser vierten Tabelle das ,,Spiegelbild‘* der ersten Tabelle bekommen 
miissen, d. hh. das NaCl hatte ungefahr denselben Effekt ausiiben miissen, 
wie es ihn bei saurer Reaktion ausgeiibt hat, das Na,SO, hatte gar keine, 
das (NH,),SO, eine geringere und das MgSO, eine gesteigerte Flockung 
hervorrufen miissen. Die Versuchsresultate aber zeigen uns da das NaCl 
gar keine, das MgSO, ungefahr dem sauren Medium gleiche Wirkungen 
hatten —, daB die Salzflockung bei alkalischer Reaktion eine weit kom- 
pliziertere Erscheinung ist, als da®B~ sie sich mit bloBen Nebenionen- 
wirkungen erklaren laBt. Dafiir spricht auch die Tatsache, daB in Globulin- 
lésungen keines von den angewendeten Salzen eine Triibung verursacht 
hat, was im iibrigen — ebenso wie die Wirkungslosigkeit des NaCl — 
nach den im zweiten Teile dieser Arbeit veréffentlichten Versuchs- 
ergebnissen nicht anders zu erwarten war. 


Dieser zwischen dem alkalischen und sauren Medium beobachtete 
Unterschied hangt offenbar mit der gegenseitigen Stabilisation bzw. 
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Destabilisation der Eiwei8kérper zusammen. Da ich meine diesbeziig- 
lichen Versuchsergebnisse im nachsten Teile dieser Mitteilungsserie ver 
offentliche, will ich an dieser Stelle keine weiteren theoretischen Erérte- 
rungen bringen, sondern nur eine Tatsache méchte ich zum SchluB hervor- 
heben: Es ist nimlich sehr zu beachten, daB bei saurer Reaktion die 
Sera sich stabiler verhalten als die Globulinlésungen, waihrend im alka- 
lischen Medium sich die Globuline stabiler als die Sera zeigten. 


Zusammenfassung, 

Es wurde die geringste Flockungskraft aquimolekularer NaCl, 
Na, SO,, (NH,).SO, und MgS0O,-Lésungen an Pferdesera, elektro- 
dialysierten Serumalbuminen und Globulinen in saurem und alkalischem 
Medium untersucht. Als Ergebnis der Versuche wurde gefunden: 

1. Um die erste Triibung in saurem Serum zu bekommen, braucht 
man vom NaCl und Na,SO, 1,0n, vom (NH,),SO, 1,5n und vom 
MgSO, 3,0 n Lésungen. Um dieselbe Wirkung bei der normalen Reaktion 
des Serums zu verursachen, muB das Na, SO, eine 2,0n, das (N H,).SO, 
eine 3,0n und das MgSO, eine 3,5n Konzentration haben. Das 
NaCl hat auch in 3,5 n Lésung keine flockende Wirkung. 

2. In sauren Globulingemischen sind die destabilisierend wirkenden 
Salzkonzentrationen den bei den Sera gefundenen entsprechend, eine 
Ausnahme bildet nur das MgSQ,, das in diesem Falle schon in 2,0 n 
Lésung wirksam ist. 

3. In elektrodialysierten Albuminlésungen wurde die erste Flockung 
von 1in NaCl, 1,0n Na, SO,- und 2,5n (NH,),SO,-Lésungen ver- 
ursacht. Das MgSO, war bei einer Konzentration von 3,5n vollig 
unwirksam. 

4. In alkalischem Medium haben nur das (NH,),SO, und das 
MgSO, auf das Vollserum eine destabilisierende Wirkung. 

5. Diese Erscheinungen lassen sich teilweise auf Nebenionen- 
effekte, teilweise auf Schutzkolloidwirkungen zuriickfiihren. — 

Ausgefiihrt mit der Unterstiitzung des ,,Ungarischen Natur- 
wissenschaftlichen Landesforschungsfonds“. 


Biochemische Zeitschrift Band 22% 9 





Uber die fermentative Estersynthese'. 


Von 


P. Rona und 0. Miihlbock. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 26. April 1930.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Bei der Untersuchung der fermentativen asymmetrischen Ester- 
synthese war aufgefallen?, daB die Geschwindigkeit der Synthese im 
hohen MaBe abhingig ist von der Art der einzelnen Komponenten. 
Der Zweck der vorliegenden Arbeit war es, in systematischer Weise den 
EinfluB der Konstitution der Alkohole und der Saéuren auf die fermen- 
tative Estersynthese zu untersuchen. 

In den Kreis der Untersuchung wurde die Schweinepankreaslipase 
und die Schweineleberesterase gezogen. Es kam ausschlieBlich das 
Organtrockenpulver (Aceton-Ather-Trockenpulver) in Anwendung. 

Um vergleichbare Werte zu erhalten, wurden die einzelnen Ansiatze 
immer unter den gleichen Bedingungen vorgenommen. In kleine mit 
Gummistopfen versehene Flischchen wurden 25ccm einer 0,2 mol. 
Lésung der Saure in Isoamylalkohol gegeben. Das ganze wurde mit 
0,5 g Pankreaspulver oder 3g Leberpulver bei 38° in der Schiittel- 
maschine geschiittelt. Die Esterbildung wurde an der Abnahme der 
Sauremenge durch Titration mit n/10 NaOH bestimmt. 2 ccm der 
entnommenen alkoholischen Lésung wurden mit Athylalkohol verdiinnt 
und unter Zusatz von Bromthymolblau als Indikator titriert. 

Es kann keinem Zweifel unterliegen, daB unter den angewandten 
Bedingungen unter dem EinfluB des Ferments eine Estersynthese 
eintritt. Wenn das Ferment durch Hitze abgetétet wird, so zeigt das 
inaktivierte Fermentpulver keine synthetischen Fahigkeiten mehr 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschatt der Deutschen 
Wissenschaft. 
2 P. Rona und R. Ammon, diese Zeitschr. 217, 34 und 35, 1930. 
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Versuch. Das Fermentpulver wird 10 Stunden auf 110° erhitzt. Mit 
dem so abgetéteten Fermentpulver wird ein Syntheseversuch mit Eisessig 
und Isoamylalkohol angesetzt. Zum Vergleich dient ein gleicher Ansatz 
mit wirksamem Fermentpulver. 


Die Zahlen in den folgenden Tabellen beziehen sich auf verbrauchte 
Kubikzentimeter n/10 NaOH. 





Versuch “oa ee Anfangs- Nach Nach Nach 
og Substrat Ferment titer 3 Min 30 Std. 64 Std 
20 Kssigsaure+Iso- Ferment 

amylalkohol wirksam 5,2 5,1 3,3 1,0 
36 Dasselbe Ferment 
abgetitet 5,1 5,1 5,0 5.0 


Ferner wurde bei Versuchen mit Buttersiure und Isoamylalkohol 
der schon durch den Geruch feststellbare Ester isoliert. Die genaueren 
Versuchsdaten finden sich in der Arbeit von P. Rona, R. Ammon und 
M. Werner. 


Ohne Fermentpulver findet unter den gewahlten Bedingungen 
praktisch keine Synthese statt. Die Eigensynthese ist daher bei allen 
Versuchen unberiicksichtigt geblieben. 


Pankreaslipase. 


I. Abhingigkeit der Geschwindigkeit der fermentativen Estersynthese von 
der chemischen Konstitution der Alkohole. 


Die vergleichenden Versuche iiber die verschiedenen Esterifi- 
zierungsgeschwindigkeiten bei den Alkoholen wurden so angestellt, 
daB je 25 cem Alkohol mit 0,5 ccm Eisessig und 0,5 g Pankreaspulver 


‘angesetzt und bei 38° geschiittelt wurden. 





Versuch Alkohol Anfangs-| Nach Nach Nach | Nach Nach °), Syn- 
Nr. ~ titer 18 Std. 42 Std. 64 Std. | 88 Std. |112 Std. these 


6 Methylalkohol . 7,6 7,4 7,3 7,3 7,3 _ 6 
7 Athylalkohol 7,6 7,4 7,3 7,3 7,3 7,2 8 
8 Propylalkohol . 7.6 6,9 6,8 6,7 6,7 6,7 14 
9 n-Butylalkohol 7,6 6,7 5.8 5,1 4.0 3,0 60 
11 Primarer Iso- 

amylalkohol. . 7,6 6,0 4,7 3,5 2,3 1,4 82 
4: Isobutylalkohol 7.6 6,1 5,6 5,0 5 3.8 1 
10 SekundarerButyl- 

alkohol. . . . 7,6 7,2 7,0 7,0 6,7 6,7 14 
12 Tertiarer Amyl- 

alkohol. . . . 7,6 7,4 4,0 7,2 7,0 7,0 10 
13 Benzylalkohol . . 7,6 7,2 7,1 71 i 7,1 i) 
14 Phenyl-athyl- 

alkohol. . . . 7,6 6,9 6.6 6,5 6,3 6,3 19 


1 Diese Zeitschr. 221, 381, 1930. 


9* 
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Vergleicht man die erhaltenen Prozentzahlen in der homologen 
Reihe der primaren normalen Alkohole, so sieht man, daB die drei 
ersten Glieder nur sehr schlecht synthetisiert werden und eine nennens- 
werte Synthese erst von dem Butylalkohol ab eintritt. Diese Erscheinung 
findet ihre Erklarung darin, daB die niedrigen Glieder der Alkoholreihe 
das Ferment unwirksam machen. Uber die naihere Wirkungsweise 
dieses Abtétungsprozesses l4Bt sich vorlaiufig noch nichts naheres 
aussagen. 

Versuch. 0,5 g Pankreastrockenpulver werden 2 Stunden mit 25 cem 
Methylalkohol bei 38° geschiittelt. Der Methylalkohol wird dann im Hoch- 
vakuum verdampftt. Das nach dem Verdampfen des Methylalkohols zuriick- 
gebliebene Pulver zeigt in einem Syntheseversuch mit Eisessig und Iso- 
amylalkohol keine synthetischen Fahigkeiten mehr. Schiittelt man das 
Trockenpulver mit Isoamylalkohol, so zeigt das Fermentpulver nach dem 
Abdampfen des Isoamylalkohols im Hochvakuum keine Abnahme seine 
synthetischen Fahigkeiten. 





Versuch . Anfangs- Nach Nach 
Nr Ferment titer 20 Std 64 Std 
7 Mit Methylalkohol behandelt . . . 5,2 5,2 5,0 
11 Mit Isoamylalkohol behandelt. . . 6,0 3,8 0,7 


Aus diesem Versuch geht mit Deutlichkeit hervor, daB der Methyl- 
alkohol das Ferment zerstért. 

Stellt man die erhaltenen Werte fiir primare, sekundare und tertiare 
Alkohole zusammen, so offenbaren sich auch hier groBe Unterschiede. 
Die primaren Alkohole werden bei weitem besser synthetisiert als die 
sekundaren und die tertiéren. Dagegen ist der Unterschied in der 
Veresterungsgeschwindigkeit zwischen den normalen und den _Iso- 
alkoholen nicht groB. 

Um den Nachweis zu erbringen, daB die sekundaren und tertiadren 
Alkohole keine Schadigung des Fermentes herbeifiihren, die ihre lang- 
same Esterifizierungsgeschwindigkeit erklaren wiirde, wurde derselbe 
Versuch wie bei dem Methylalkohol durchgefiihrt. Aus dem Versuch 
ergab sich, daB der sekundire Butylalkohol und der tertiére Amylalkohol 
das Ferment nicht schadigen. 





Versuch “a Anfangs- Nach Nach Nach 
“Nr. Ferment titer 20 Std. 44 Std. 68 Std 
i = 
58 Mit sekundarem  Butyl- | 
alkohol vorbehandelt. . i 7,3 49 4,1 3.4 
60 Mit tertiarem Amylalkohol 
vorbehandelt . .... 7,2 5,8 5,7 5,5 


SchlieBlich wurden noch Benzylalkohol und Phenylathylalkoho! 
untersucht, um den EinfluB der Phenylgruppe zu studieren. Der 
Benzylalkohol wird kaum verestert. Nimmt dagegen die Lange der 
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Seitenkette zu, so wird auch die Veresterungsgeschwindigkeit 
wesentlich gréBer. 


Il. Abhiingigkeit der Veresterungsgeschwindigkeit von der Konstitution 
der Siure. 

Auch bei den verschiedenen Carbonsauren zeigen sich grobe Unter- 
schiede. Alle folgenden Versuche wurden so angesetzt, daB 25 ccm einer 
0,2 mol. Lésung der Saure in lsoamylalkohol und 0,5 g Pankreaspulver 
verestert wurden. 

Bei der fermentativen Synthese mit Pankreaspulver beobachtet man 
eine Zunahme der Veresterungsgeschwindigkeit mit der Zunahme der 
Lange der Kohlenstoffkette. 

Um ein MaB fiir die Geschwindigkeit der fermentativen Ester- 
synthese zu bekommen, haben wir die Annahme gemacht, dal die 
Reaktion eine monomolekulare ist. Die Konzentration des Alkohols ist 
bei den angewandten Versuchsbedingungen gegentiber den Sauremengen 
so groB, daB man die Konzentration des Alkohols als konstant ansehen 
kann. 


In der folgenden Tabelle sind die fiir einen monomolekularen 
Reaktionsablauf berechneten Werte fiir & fiir einige Sauren zusammen- 
gestellt. Aus der Tabelle geht hervor, dab die Buttersdure bei weitem am 
besten verestert wird, dann folgen die héheren Séuren, die eigentlichen 
Fettsiuren, Palmitin und Olsiaure. 








k Mittelwert fiir k 
Versuch Siure eee metniion sang ( 1 C4 ) 
Nach Nach Nach = — log 

Nr. 3 Std. 5 Std. 10 Std. t C4 — Cy 
6 Essigsiure. . .  0,0183 00,0184 = (0,0167 | 178. 10-4 
7 Buttersiure . . | 0,0866 0,0888 0,0796 | 850. 10-4 
Palmitinsaure . 0.0453 0.0430 0,0468 | 450. 10-4 
40 Olsaure . . . . | 0,0400 0,0380 0,0347 376. 10-* 


Ill. Der EinfluB der Verzweigung der Kohlenstoffkette der Siure. 


Bei den Alkoholen zeigte sich, daB die Verzweigung der Kohlenstoff- 
kette die Geschwindigkeit der Veresterung nicht wesentlich beeinfluBt. 
Ganz anders verhalt es sich bei den Sauren. Hier ruft die Verzweigung 
der Kohlenstoffkette im Sauremolekiil eine starke Verlangsamung der 
Geschwindigkeit der Veresterung hervor. 

Besonders deutlich zeigt sich diese Verlangsamung bei der Isobutter- 
siure gegeniiber der normalen Butterséure. Nach 24 Stunden sind von 
der Buttersiure 90°, verestert, wihrend von der Isobuttersiure nur 


10°. verestert sind. 
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Versuch Saure Anfangs- Nach Nach Nach 
Nr. ‘ titer 2 Std. 6 Std. 24 Std. 
43 Buttersiure ...... 4,0 3,3 2,2 0,5 
46 Isobuttersaure . . . . . 4,0 4,0 3,9 3,6 


In einem anderen Versuch ergab sich, daB nach der gleichen Zeit und 
bei den gleichen Bedingungen verestert waren: 


Oxybutterpiure . . . 0.0 ee te oe CBG 


Oxyinomubtermiere ....6 « s.< 8 0s + 2 1X 


IV. Der Einflu8 der Substitution. 


Die Einfiihrung eines Substituenten in eine Carbonsaure verlangsamt 
in jedem Fall die Geschwindigkeit der Veresterung. Die Verminderung 
der Geschwindigkeit hingt nicht so sehr von der Art des Substituenten 
ab, sondern maBgebend ist in erster Linie die Stellung des Substituenten 
zur Carboxylgruppe. 


A. Halogengruppe. 


Das Halogenatom bewirkt in «-Stellung zur Carboxylgruppe eine 
starke Verzégerung der Estersynthese, waihrend es in f-Stellung die 
Esterbildungsgeschwindigkeit kaum beeinfluBt. DaB das Ferment von 
den halogensubstituierten Sauren nicht zerstért wird, geht aus der 
Tatsache hervor, daB es sehr wohl gelingt, auch Monochloressigsdure 
volilstandig fermentativ zu verestern. 


Die angegebenen Zahlen geben an, wieviel Prozent der Saure in 
gleichen Zeiten und unter gleichen Bedingungen verestert sind. Es 
wurden 25 cem einer 0,2 mol. Lésung der Saure in Isoamylalkohol unter 
Zusatz von 0,5 g Pankreastrockenpulver bei 38° geschiittelt. 





Nach 30 Std. 


Essigsature ....... 73 % 
Monochloressigsiure . . . 21% 
Propionsiure ...... 85%, 
a-Brompropionsaure . . . 10% 
Propionsaure ...... 85 % 
8-Chlorpropionsaure . . . 7% 


B. Hydroxylgruppe. 


Bei der Hydroxylgruppe treten die bei der Halogengruppe beobach- 
teten Unterschiede in der Stellung zur Carboxylgruppe nicht deutlich 
hervor. Bemerkenswert ist auch hier die starke Verzégerung der 
Veresterungsgesch windigkeit. 
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Nach 30 Std. 


Propionsaure ...... 85% 
a-Oxypropionsiure (Milch- 
eae rr ee 27% 


In einem zweiten Versuch wurde der Syntheseablauf bei der Ver- 
esterung von a- und f£-Oxybuttersiure untersucht. 





Nach 6 Std. Nach 24 Std. Nach 72 Std. 
a-Oxybuttersiure. . ..... 19% 23 % 40% 
8-Oxybuttersiure. . ..... 3% 6% 30% 


C. Phenylgruppe. 

Fiir die Phenylgruppe gilt ebenfalls, daB mit gréBerer Entfernung 
des Substituenten von der Carboxylgruppe die Synthesegeschwindigkeit 
zunimmt. In /-Stellung zeigt die Substitution einer Phenylgruppe kaum 
einen Unterschied gegeniiber der unsubstituierten Saure. 





Nach 30 Std 


cin ae xk eS 73% 
Phenylessigsaure ... . 8% 
Propiom@are:. . ... . 85% 
Phenylpropionsiure . . . 75% 


* 
. 


V. Hemmunegsversuche der Estersynthese. 

Die geringe Geschwindigkeit der Esterbildung bei einzelnen Sauren 
kann durch folgende Griinde erklart werden: 1. Das Ferment hat keine 
oder nur eine sehr geringe Affinitaét zu diesen Siuren. 2. Das Ferment 
hat eine groBe Affinitat zu diesen Sauren, aber die Zerfallsgeschwindig- 
keit der Fermentsubstratverbindung ist sehr gering. 3. Es ware denkbar, 


daB das Ferment von diesen Saéuren zerstért wird. 
, 


Der letzte Punkt war am einfachsten zu kliren. Als Prototyp einer 
schlecht zu veresternden Saure diente in den folgenden Versuchen die 
Phenylessigsaure. 


Schiittelt man Pankreastrockenpulver in Isoamylalkohol mit 
Phenylessigsiure 24 Stunden lang und gibt dann Essigsadure hinzu, 
so beobachtet man eine gehemmte, aber deutlich fortschreitende 
Synthese. Phenylessigsiure zerstért also das Ferment nicht. 


Zur Entscheidung zwischen den beiden anderen Méglichkeiten 
wurde die Hemmung der fermentativen Essigsiure-lsoamylester- 
Synthese durch Phenylessigsiure eingehend studiert. 
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In diesen Kurven (Abb. 1 bis 3) sind die Prozentzahlen der Essig- 
saureestersynthese bei wechselnden Mengen von Phenylessigsaure ein- 
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Hemmung der fermentativen Essigsiureestersynthese durch wechselnde Vengen 
von Pheny lessigsiure 


getragen. Je gréBer die Phenylessigsiuremengen sind, die hinzugefiigt 
werden, desto starker ist die Hemmung der Synthese, aber nur bis zu 
einer gewissen Konzentration der Phenylessigsiure. Bei weiterem 
Phenylessigsiurezusatz wird die Hemmung nicht starker, wie besonders 
deutlich Abb. 3 zeigt. Bemerkenswert ist weiterhin, daB die Hemmung 
niemals total ist. Es sei besonders vermerkt, daB die erhaltenen 


. . 


Synthesewerte nur auf die Essigsiureester entfallen. Die Veresterung 
der Phenylessigsiure ist, wie Kontrollversuche zeigten, unter diesen 
Bedingungen so gering, daB sie praktisch vernachlassigt werden kann. 
Die ausfiihrlichen Zahlenangaben finden sich am SchluB dieser Arbeit. 
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Durch Feststellung des Hemmungskoeffizienten laBt sich entschei- 
den, ob eine Affinitaét des Ferments zum Substrat vorliegt oder nicht!. 


Wird die Geschwindigkeit v der fermentativen Estersynthese durch 
den Hemmungskérper auf die Geschwindigkeit v, herabgedriickt, 
so ist der Hemmungskoeffizient 

i 
k= '. 
. 

Ist eine Affinitaét des Hemmungsk6érpers zum Ferment vorhanden, 
so ist der Hemmungskoeffizient / nicht konstant, sondern ist abhangig 
von der Substratkonzentration, wenn die Menge des Hemmungskérpers 
konstant gehalten wird. h nimmt mit fallender Substratkonzentration zu. 


Ist eine Einwirkung auf die Zerfallsgeschwindigkeit zu beobachten, 
so ist h konstant, also unabhangig von der Substratkonzentration. 


In den folgenden Versuchen wurden wechselnde Mengen von Eis- 
essig mit je 25ccem Isoamylalkohol und 0,5 g Pankreastrockenpulver 
angesetzt. In einer zweiten Versuchsreihe wurden dieselben Mengen 
angesetzt unter Zusatz von je 1 g Phenylessigsiure. Die erste Reihe 
ergab die Geschwindigkeit v, die zweite die Geschwindigkeit v,. Aus 
diesen beiden Werten wurde der Hemmungskoeffizient A nach obiger 
Formel berechnet. 


Versuch 1. 





Eisessig- ge ie 
konzentration Gs v 
0,25 eem 0,65 
J a 0,58 
1,00 , 0,33 
Lae ss 0,30 


Versuch 2. In einem zweiten Versuch ergab sich: 





Eisessig- } v v; 
konzentration ; 9 
0,25 eem 0,52 
) io 0,63 
7 a 0,30 


Der Hemmungskoeffizient ist demnach nicht konstant, sondern 
nimmt mit steigender Substratkonzentration ab. Daraus kann ge- 
schlossen werden, da der Hemmungskérper, in unserem Falle Pheny]- 
essigsiure, eine Affinitat zum Ferment besitzt. 


1 Vgl. Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 60, 62, 1914. 
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Es ergibt sich damit die Tatsache, daB die Phenylessigsaure, 
obgleich sie sich nicht fermentativ verestern liBt, doch eine groBe 
Affinitat zum Ferment besitzt. 

Ein Teil des Fermentes wird somit von der Phenylessigséure in 
Beschlag genommen, und zwar in einem gewissen Bereiche proportional 
der angesetzten Menge. (Vgl. Abb. 1 bis 3). Wenn infolgedessen die 
Estersynthese (Essigsiure —- Isoamylalkohol) vermindert (gehemmt) 
wird, so muB diese von der Fermentkonzentration abhangig sein. 
Dies ist in der Tat der Fall. Aus den folgenden Abb. 4 und 5 ergibt sich, 
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Abhingigkeit der Essigsiureestersynthese Abhangigkeit der Essigsdureestersynthese 
von der Fermentkonzentration (Versuch A). von der Fermentkonzentration (Versuch B) 


daB die Synthesegeschwindigkeit direkt proportional der angewandten 
Fermentmenge ist innerhalb eines gewissen Bereiches. Bei einer be- 
stimmten Fermentmenge ist das Maximum an Wirkung erreicht, 
ein gréBerer Zusatz von Ferment wirkt nicht beschleunigend. 


Leberlipase. 


Neben der Pankreaslipase wurde unter denselben Gesichtspunkten 
die Schweineleberlipase untersucht. Es sollte besonders auch die 
Frage gepriift werden, ob auch bei der Estersynthese sich Unterschiede 
zwischen den beiden Fermenten zeigen. 


Abhingigkeit der Synthese von der Konstitution der Siuren. 


Bei diesen Untersuchungen wurden analog wie bei dem Pankreas- 
pulver je 25 cem einer 0,2 mol. Lésung der Saéure in Isoamylalkohol und 
je 3g Lebertrockenpulver angesetzt. 

Stellt man unter denselben Voraussetzungen wie bei dem Pankreas- 
versuch die Geschwindigkeitskonstanten der monomolekularen Reaktion 
bei den einzelnen Saéuren zusammen, so erhalt man folgende Tabelle, 
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in der zum Vergleich auch die Zahlen des Versuchs mit der Pankreas- 
lipase angefiihrt sind. 





Saure Leber Pankreas 
er 119.104 178.104 
Propionsdure .... . 135. 10-4 - 
Buttersiure. ..... 107.10-4 850. 10-4 
Palmitinsaure. ... . 19.10-* 459 .10-4 
le SRR S 13.10~¢ 376.1074 


In dieser Tabelle zeigt sich deutlich der groBe Unterschied in der 
Wirkungsart der beiden Fermente. Das Pankreasferment synthetisiert 
sowohl die héheren als auch die niedrigen Glieder der Fettsaurereihe, 
besonders gut die Buttersdéure, wihrend das Leberferment mit Recht als 
eine typische Esterase bezeichnet werden kann. Die ersten Glieder der 
homologen Reihe werden von der Leberesterase fast gleich schnell 
verestert. Die héheren Glieder, d.h.die eigentlichen Fettsiuren, 
lassen sich dagegen kaum verestern. 


Abhiangigkeit der Synthesegeschwindigkeit von der Konstitution der Alkohole. 


Die vergleichenden Versuche iiber die verschiedene Esterifizierungs- 
geschwindigkeit wurden analog den Versuchen mit der Pankreaslipase so 
angestellt, daB je 25 cem Alkohol mit 0,5 cem Eisessig und 3 g Leber- 
trockenpulver angesetzt und bei 38° geschiittelt wurden. Die erhaltenen 
Werte sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 





7— "| Alkohol = 2 Std. 4 Std. 64 ‘Std. dene 
51 Athylalkohol . 8.5 8,9 8.0 8.0 6 
53 n-Butylalkohol . ; 7,9 5,4 3,7 2.5 70 
55 Sekund. Butylalkohol . 7,8 6,0 5,1 4.0 48 
56 Isoamylalkohol. . . . . 8,2 5,9 4,1 2,5 66 
57 Tertiarer Amylalkohol . 8,0 7,4 7,3 7,2 10 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB hier die gleichen Verhaltnisse 
vorliegen wie bei den Versuchen mit der Pankreaslipase. Der Athyl- 
alkohol schadigt das Ferment und wird aus diesem Grunde nicht ver- 
estert. Die primaren Alkohole werden schneller verestert als die sekun- 
dairen und die tertiaren. 


Abhingigkeit der Synthesegeschwindigkeit von der Fermentkonzentration. 


Auch in den Versuchen mit dem Lebertrockenpulver zeigt sich, 
daB die Estersynthese abhangig ist von der Fermentkonzentration, 
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und zwar ist auch hier in einem gewissen Bereich die Synthese- 
geschwindigkeit direkt proportional der angewandten Fermentmenge. 
In dem in der folgenden Kurve dargestellten Versuch wurden je 25 ccm 
Isoamylalkohol und 0,25 ccm Eisessig angesetzt mit wechselnden Mengen 
Leberpulver. 
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Zusammenfassung. 


Die fermentative Estersynthese ist weitgehend abhangig von der 
Konstitution der einzelnen Komponenten. Die Verzweigung der Kohlen- 
stoffkette der Saure fiihrt zu einer Verlangsamung der Synthese- 
geschwindigkeit. Bei den Alkoholen zeigt sich dieser Einflu8 nicht in 
demselben MaBe. Bei den substituierten Carbonsauren ist fiir die Ver- 
langsamung der Esterbildungsgeschwindigkeit nicht so sehr die Art des 
Substituenten maBgebend wie die Stellung zur Carboxylgruppe. Je 
weiter der Substituent von der Carboxylgruppe entfernt ist, desto 
geringer ist die Beeinflussung der Synthesegeschwindigkeit. 


Die Pankreasesterase verestert neben den eigentlichen Fettsauren 
besonders gut die Buttersiure, wahrend die Leberesterase die héheren 
Fettsiuren kaum verestert, sondern nur die niedrigen Glieder der 
Fettsaurereihe. 

Durch die Bestimmung des Hemmungskoeffizienten wurde an dem 
Beispiel der Phenylessigsiure nachgewiesen, daB auch die schwer zu 
veresternden Sauren eine Affinitaét zur Pankreaslipase besitzen. 

Die Estersynthesegeschwindigkeit ist in einem gewissen Bereiche 
direkt proportional der Fermentkonzentration. 


Die Versuche wurden mit Schweinepankreas- und mit Schweine- 
leberpulver durchgefiihrt. 
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Tabelle zu Abb. 1. 
Ansatz je 25ccm Isoamylalkohol + 0,25 ccm Elisessig lg Pankreas- 
trockenpulver. Titriert wurden je 3ccm der Lésung gegen 1/10n NaOH. 





Nr. g Phenylessig- 








siuvenenate Anfangstiter Nach 20 Std Nach 64 Std. Nach 88 Std 
5 5.3 1.0 0.4 04 
2 0,05 5,7 1,4 0,8 0,8 
4 0,09 6,2 2,0 1,0 0,9 
14 0,16 6.7 2,7 1.6 1.5 
15 0,28 7.6 4,1 2.6 2.5 
16 0,5 9,3 6,5 4.3 4,2 
17 0.9 12,3 10,5 8.4 77 

Kontrolle ohne Eisessig mit 0,5 g Phenylessigsaure. 
I 0,5 43 4,25 4,2 4.2 
Tabelle zu Abb. 2. 
Ansatz je 25cem Isoamylalkohol 0,25 c¢em Eisessig 0.5 g Pankreas- 
trockenpulver. 

Nr. & Phenylessig- | anfangstiter © Nach 15 Std. Nach 30 Std, Nach 4 Std 
6 - 5.4 3,1 1,7 0.9 
1 O01 6,3 4,2 29 2,1 
2 0,25 7,65 6,1 4.9 4.3 
3 0,5 9.4 8.4 7,8 7.3 
4 0,75 11,4 10,5 9,9 97 
5 1,0 13,4 12.65 12,0 11.6 

Tabelle zu Abb. 3. 
Ansatz je 25ccm Isoamylalkohol + 0,25 ccm Eisessig + 0,5 g¢ Pankreas- 
trockenpulver. 7 

Nr. yh woes Aner a Anfangstiter Nach 15 Std Nach 30 Std. Nach 85 Std 
17 5,3 2,1 1,2 0.5 
16 0,25 9,3 aA 6,1 4.3 
15 0,5 13,0 11.6 10.9 9,2 
14 0,75 16,5 15,7 15,0 14,1 
13 1 20,3 19,4 18,9 17,8 
12 1,25 23,9 23,1 22.7 21,5 

Kontrolle: 1g Phenylessigsiure ohne Eisessig. 

18 1 7,0 6.9 6.8 6.8 


Kontrolle: Eisessig ohne Fermentzugabe. 


19 . 49 4.9 4.95 4.9 
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Tabelle zu Abb. 4. 


Ansatz je 


25 ccm Isoamylalkohol 


0,25 ccm Eisessig. 





Nr. 


6 


10 


Fermentmenge 


g Anfangstiter Nach 44 Std. Nach 64 Std. 
0,1 5,9 4.6 45 
0,25 5.0 3,3 2.9 
0.5 5,0 0,8 0,4 
0,75 5,0 0,5 0,4 
1 5,0 0,3 0,3 

Tabelle zu Abb. 5. 


Ansatz je 25cem Isoamylalkohol 


0,25 cem Eisessig. 





Ansatz je 25 cer 


ee Anfangstiter Nach 15 Std. Nach 30 Std. Nach 45 Std 
0,1 54 5,1 5.0 4.9 
0,2 54 49 4.5 4.0 
0,3 5A 4,4 3.5 2.8 
0.4 5.4 3,6 2.3 1.4 
0.5 5.4 3,4 22 1,3 
Tabelle zu Abb. 6. 


n Isoamylalkohol 
trockenpulver. 


0,25 ecem Elisessig. 


Versuch mit Leber- 





oe Whe 


Versuch 1. 


— Anfangstiter Nach 48 Std. Nach 72 Std 
1 4.6 3.5 3,2 
1.5 4,6 3,1 2.5 
2 4.5 24 Le 
2,5 4,3 1,7 1,1 
3 4.5 1,3 0,7 


Tabelle 


A. Je 25cem Isoamylalkohol 


t wechselnde Mengen Fisessig. 


B. Je 25 ccm TIsoamylalkohol 


je 1 g Phenylessigséure 


wie bei A. 


zur Bestimmung des Hemmungskoeffizienten. 


0.5 g Pankreastrockenpulver 


0,5 g Pankreastrockenpulver 


Eisessig in derselben Konzentration 
Titriert werden je 2cem mit n/10 NaOH. 





A. 
N Eisessig Anfangs- Nach Nach Nach Nach 
ne cem titer 18 Std 40 Std. 64 Std 110 Std 
33 1,25 17,0 15,6 15,1 14, 12,8 
34 1,0 13,8 12,4 11.9 11,1 9,0 
35 0,75 10.4 8.4 7.9 5.0 2,3 
37 0,25 3.7 2.5 1,6 0,2 —_ 
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B. 
Nr Fisessig Anfangs- Nach Nach Nach Nach 
> ecm titer 18 Std. 40 Std. 64 Std 110 Std 
41 1,25 22,7 21,7 21.5 20.8 19.6 
42 1,0 20,0 19,1 18,6 18,2 17,1 
43 0,75 16,7 15,8 15,4 14,9 13,9 
46 0,25 9,6 9,2 8,8 8.4 7,8 


Aus A. ergibt sich v 


umgesetzte Menge Kubikzentimeter Eisessig. 
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Versuch 2. 


v. 
Nr. Nach 18 Std. Nach 40 Std. 
33 1,4 1.9 
34 1.4 1,9 
35 2.0 2.5 
37 1,2 2.1 
Aus B. ergibt sich 1. 

V}- 
Nr. Nach 18 Std. Nach 40 Std 
41 1,0 1,2 
42 0.9 1,4 
43 0,9 1,3 
46 0,4 0.8 

. Vy 
Daraus folgt h 
v 

h. 

Nr. Nach 18 Std. Nach 40 Std. Nach 64 Std. 
33/41 0,28 0,36 0,30 
34/42 0,35 0,26 0.33 
35/43 0,55 0,48 0,65 
37/46 0.66 0.61 0.68 


Nach 110 Std. 


0,26 
0,40 
0,65 


Ansatze genau wie bei Versuch 1. 


Mittel wert 


0.39 
0.33 
0,58 
0,65 








Nr. ecm Eisessig Anfangstiter 
A. 

40 0,25 3,7 

42 0,5 7,2 

41 1,0 13,9 
B. 

46 0,25 10,6 

47 0,5 13,3 

48 1,0 19,8 


Nach 40 Std 


nN wre 
D> bo 


ww 


Nach 64 Std 


—nroc 
m bo 


9.0 
11.7 
18.0 
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Nr. Nach 40 Std. Nach 64 Std 

40 2.5 3.4 

42 3,1 4.6 

41 2.1 2.5 

V} 

46 1,2 1.6 

47 1,2 1.6 

48 1.4 1.8 

b= 1. 
om 

Nr Nach 40 Std Nach 64 Std. Mittelwert 
40/46 0,52 0,53 0,52 
42/47 0.61 0,65 0,63 
41/48 0.33 0.28 0,39 
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Zur Frage nach der 
chemischen Zusammensetzung des Nervengewebes. 


(Der Gehalt der Hirnrinde des Menschen und anderer Tiere an aromatischen 
Aminosiuren,) 


Von 
D. Zuwerkalow. 


(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 


(Eingegangen am 30. April 1930.) 


Ungeachtet der zahlreichen, recht ausfiihrlichen Untersuchungen 
der chemischen Bestandteile des Nervengewebes (T'hudicum, Frédnkel, 
Schkarina, Lenz, Halliburton u. a.), die sich meist auf den Gehirnteil 
desselben beziehen, liegt uns doch noch kein genaues und klares Bild der 
quantitativen Beziehungen der chemischen Komponenten zueinander 
vor, aus denen das tierische Nervensystem besteht. 

Die Schwierigkeiten in der Klairung dieses Bildes riihren in der 
Hauptsache daher, daB wir es bei der Gehirnuntersuchung —- abgesehen 
von einigen wenigen Ausnahmen nicht mit einzelnen Verbindungen 
zu tun haben, deren chemische Individualitat genau nachgewiesen ist, 
sondern mit einer ganzen Reihe von Substanzen, die auf eine besondere 
Weise miteinander verbunden sind und deren chemische Natur wir noch 
gar nicht erkannt haben. Dies gilt nicht allein von der Chemie der 
Hirnlipoide — auf welchem Gebiete am meisten Untersuchungen durch- 
gefiihrt worden sind —, sondern auch von der Chemie der Eiweibstoffe, 
weil weder das Verfahren der Sedimentierung durch Salze, nock das 
Extrahieren mit organischen Saéuren uns ganzlich davon iiberzeugen 
kénnen, daB wir wirklich quantitativ den einen oder anderen Eiweib- 
kérper bestimmen, der im Nervengewebe enthalten ist. 

In letzterem Falle, auf dem Gebiete des Studiums der Eiweibkorper 
des Nervensystems, kénnen Untersuchungen nach zwei Richtungen hin 
verlaufen: entweder untersucht man die EiweiBkérper des Gehirns 
en masse‘, indem man sie absondert und individualisiert, oder man 
verfahrt analytisch, indem man die Aminosauren, die im Nervengewebe 
bzw. im Gehirn enthalten sind, quantitativ und qualitativ untersucht. 
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In dieser Hinsicht sind gerade die Aminosduren des Gehirns noch 
sehr wenig erforscht. 

Wir wissen nicht genau, wie groB die Gesamtmengen dieser Produkte 
des Eiweibzerfalles im Gehirne sind, welche von ihnen pravalieren 
und hiermit fiir die Zusammensetzung des Gehirns charakteristisch 
sind, ob sie in der Gehirnrinde gleichmaBig verteilt sind, welche da- 
von bestandig frei, welche dagegen zu Eiweibkomplexen verbunden 
sind, und endlich, ob es im Gehirn Polypeptide gibt u. a. m. 

In der Zusammenstellung der alten, bis 1909 erzielten Ergebnisse, 
die sich auf den Chemismus des Gehirns beziehen, fiihrt S. Frankel! Daten 
an tiber das Vorhandensein einiger Aminosauren im Gehirn, ohne z. B. das 
Tryptophan zu erwahnen. Die erste und eingehendste Untersuchung der 
Aminosduren des Gehirns wurde von E. Abderhalden und Weil? ausgefiihrt. 
Diese Forscher fanden bei der Hydrolyse des Gehirns fast alle Aminosauren, 
die gewohnlich bei der EiweiBhydrolyse anzutreffen sind. Infolge ihrer 
nicht ganz einwandfreien Methodik finden wir aber in ihrer Untersuchung 
keine vollstandige Bestimmung (Schatzung) der in den EiweiBkoérpern des 
Gehirns befindlichen Aminoséuren, und zwar nicht nur in quantitativer, 
sondern auch in qualitativer Hinsicht, da es unverstiéndlich erscheint, daB 
Glykokoll unter den Aminosduren des Gehirns fehlt, wahrend wir ja wissen, 
daB Nervengewebe Globulin enthalt. 

Bei Schimizu? findet man Daten beziiglich der Aminosauren des Gehirns. 
Dieser Forscher extrahierte eine riesige Menge (35 kg) Ochsenhirn und 
schied einige Aminosauren, darunter auch Tyrosin, ab. Irgendwelche Daten 
iiber Tryptophan bringt er nicht. Die ersten, sichersten Befunde betreffs 
dieser Aminosaure liefern uns Fiirth und Lieben*. Diese hatten auf Grund 
der Reaktion von Voisenet eine Methode zur quantitativen Bestimmung 
dieser Aminoséure ausgearbeitet und bestimmten dann den Gehalt ver- 
schiedener EiweiSstoffe an Tryptophan sowohl in Nahrstoffen als auch 
in diversen menschlichen Organen. 

. + . . . ° 

Aus dieser kurzen Ubersicht des Schrifttums erkennen wir, 
wie wenig erforscht die Chemie der Gehirnaminosauren noch ist. 

Daher entschlossen wir uns, die Liicken in der Kenntnis der hier 
interessierenden Fragen zu erginzen, indem wir das Vorhandensein 
zweier Aminosduren -——- Tyrosin und Tryptophan im Gehirn von 
Mensch, Hund und Schafbock untersuchten. 

Diese Aminosauren wahlten wir aus dem Grunde, weil es interessant 
scheint nachzuweisen, ob das Nervengewebe reich an solchen aroma- 
tischen Verbindungen ist, die im tierischen Organismus eine besondere 
Rolle spielen und die der Orgahismus —- soweit bekannt —- selbstandig 
nicht produzieren kann. Auferdem verfiigen wir zurzeit uber eine 
ziemlich genaue Methodik zur Bestimmung dieser Aminosaduren in einer 


! Erg. d. Physiol. 8, 212, 1909. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. S81, 207, 1912; 83, 1913. 
3 Diese Zeitschr. 117, 262, 1921. 

4 Ebendaselbst 109, 103 und 124, 1920. 
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gewissen Substanz, ohne letztere vorher den komplizierten und zer- 
stérenden Einfliissen der Hydrolyse unterwerfen zu miissen, wobei ja 
stets ein gewisser Verlust an den genannten Aminosiuren (hauptsachlich 
an Tryptophan) eintreten kann. 

Wir beschlossen auch, die Hirnuntersuchung bei zwei Tieren in 
unser Studium einzubeziehen, was uns Aufschliisse dariiber geben 
sollte, welcher Zusammenhang zwischen der chemischen Zusammen- 
setzung des Gehirns und der psychischen Entwicklung des tierischen 
Organismus besteht, wobei das vergleichende Studium des Chemismus 
verschiedener Tiere sehr niitzlich sein muBte. 

Zur Untersuchung wurde die graue Substanz der groben Hemi- 
spharen des Gehirns, aber auch die graue Substanz des Kleinhirns 
verwandt. Dabei wurden topographisch verschiedene Bezirke unter- 
sucht, namlich: Stirnlappen, Hinterhauptsgebiet und die zentrale 
motorische Zone. 

Dies geschah aus den Erwagungen heraus, daB das Gehirn (wie 
durch Arbeiten aus unserem Institut erwiesen wurde) in chemischer 
Beziehung kein einheitliches Organ darstellt' und seine Rinde, die un- 
gleichmabig betatigt ist und verschiedene Funktionen erfillt, chemisch 
nicht gleichartig gebaut sein miBte, denn die funktionelle Topographie 
des Gehirns miiBte auch die chemische Topographie bedingen. 


Methodik. 

Frisches Gehirn von Tieren und Menschen, das keinerlei Spuren von 
Fiulnis zeigte, wurde folgendermaBen bearbeitet: Die entsprechenden 
Teile der Gehirnrinde (Stirnlappen, zentrale motorische Zone und 
Hinterhauptsgebiet) wurden zuerst von den iibrigen Bezirken abgetrennt 
(so daB das seiner Hiillen nicht beraubte Gehirn seine Form nicht verlor), 
dann wurden die Hirnhiute entfernt und Blutspuren mittels Filtrier- 
papier beseitigt. 

Mit einem scharfen Léffel wurde die graue Hirnsubstanz und auch 
die Substanz des Kleinhirns auf ein Uhrglas abgeschabt (etwa | bis 2 g), 
die Substanz zerrieben und im Brutschrank rasch bei 105° bis zum 
konstanten Gewicht getrocknet. Das getrocknete Hirn wurde in 
Form feiner Hobelspaine in eine Tiite abgeschabt, zerrieben und in 


‘Pulverform in Probierglasern aufbewahrt. 


Eine gewisse Gewichtsmenge getrockneter Hirnsubstanz wurde 
quantitativ in einen kleinen Erlenmeyerkolben geschiittet und, je nach 
der Menge der Substanz, mit einem bestimmten Quantum n/5 NaOH 
versetzt. Einige Zeit darauf begann die Lésung des Gehirns. Eine 
volilstandige Auflésung konnte am folgenden Tage erzielt werden. 


! H. Gorodisky, diese Zeitschr. 164, 116, 1925. 
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Die Auflésung erfolgte ohne jegliche Erwarmung, es war nur ndtig, 
den Kolben haufig zu schiitteln. 

Das in Alkali aufgeléste Gehirn stellte eine stabile Emulsion dar, 
die sich durchaus zum Nachweis von Aminosauren eignete. 


Tryptophan wurde bestimmt, wie es bei Fiirth und Lieben' geschildert 
ist. Trotz zahlreicher dieser Methodik anhaftender Mangel und der 
speziellen Schwierigkeit der Arbeit mit rauchender HCl fanden wir 
dieses Verfahren dennoch ganz brauchbar fiir unsere Zwecke, und zwar 
am besten von allen in der jiingsten Zeit in Vorschlag gebrachten 
Methoden. 


Es ist nur notwendig, die triibe Fliissigkeit, die beim Zusatz von 
konzentrierter HCl zur alkalischen Gehirnlésung entsteht, abzuzentri- 
fugieren und ihr Zeit zu lassen zum Sedimentieren; dann gewinnt man 
eine durchsichtige Farbung, die sich fiir das kolorimetrische Verfahren 
eignet. Als Standard diente eine 0,04°,,ige Tryptophanlésung in n/5 
NaOH. 

Die Tyrosinbestimmung erfolgte, wie wir es beschrieben haben®. 
Zeigten sich die gefairbten Lésungen aus irgendwelchem Grunde getriibt, 
so filtrierten wir sie und erhielten dadurch Lésungen, die sich voll- 
kommen zum Kolorimetrieren eigneten. Als Standard diente uns 
eine 0,01°,ige Tyrosinlésung in n/5 NaOH. 

Bei dieser Untersuchungsmethode der uns interessierenden Amino- 
siuren erzielten wir Daten, die in den weiter unten gebrachten 
Tabellen wiedergegeben sind. 


Der prozentuale Gehalt an Tyrosin und Tryptophan wurde auf die 
Trockensubstanz des Gehirns berechnet. 


Besprechung. 


Vor allem muB8 erwahnt werden, daB die beziiglich des Trypto- 
phans erzielten Werte héher sind als diejenigen, welche Fiirth (1. c.) 
fiir das Gehirn angibt. Um diesen Unterschied zu erkliren, mub 
beriicksichtigt werden, daB wir nur die eiweiBreiche graue Hirnsubstanz 
untersucht haben. AuBerdem findet wohl bei der raschen Trocknung 
des Gebirns kein Verlust an Tryptophan oder irgendwelche Verande- 
rung desselben statt, wie es bei anderen Verfahren der Bearbeitung 
dieses Organes, nimlich beim Kochen, Sedimentieren durch Saéuren und 
dergleichen, leicht der Fall sein kann. 


Bekanntlich ist in fast allen von uns untersuchten Eiwei®kérpern 
der Gehalt an Tyrosin etwa zwei- bis dreimal héher als derjenige an 


°*i¢ 


2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 185, 1927. 
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Tryptophan. So fanden wir beispielsweise in Casein etwa 7°, Tyrosin 
und bloB etwa 2°, Tryptophan. 

In den von uns untersuchten Bezirken des menschlichen Gehirns 
und der tierischen Hirne fanden wir keinen scharfen Unterschied in 
den Werten dieser Aminosaéuren. Méglicherweise kann in einem chemisch 
so komplizierten Organ wie dem Gehirn nicht nur das Mengenverhaltnis 
dieser beiden Aminosauren, sondern auch das aller anderen Amino- 
siuren nicht ginzlich demjenigen ahneln, welches wir an der Zu- 
sammensetzung von isolierten EiweiBsubstanzen wahrnehmen. 

Dennoch muB man sagen, wie auch aus den Tabellen hervorgeht, 
da8 weniger Tryptophan als Tyrosin im Gehirn enthalten ist. Auch 
kann man bemerken, daB in den Stirnlappen vom Schafbock weniger 
Tryptophan vorhanden ist als in den entsprechenden Hirnteilen des 
Hundes und des Menschen. 

Von gréBtem Interesse ist jedoch der Umstand, daB wir an der 
Hirnrinde des Schafbockes keinen quantitativen Unterschied in der 
Verteilung von Tryptophan in verschiedenen Bezirken des Hirns ent- 
decken konnten, denn diese Aminosdure war ziemlich gleichmabig in der 
gesamten Hirnrinde verbreitet. 

Etwas ganz anderes finden wir beim Menschen und beim Hunde: 
Bei diesen sehen wir eine gewisse GesetzmaBigkeit in der Verteilung 
von Tryptophan in der Gehirnrinde. 

Die Stirnlappen enthalten nimlich regelmaBig mehr davon als alle 
iibrigen Teile. Das zentrale Gebiet ist am armsten an Tryptophan. 
Bei allen von uns untersuchten Tieren enthielt das Kleinhirn weniger 
Tryptophan als die GroBhirnrinde. 

Das namliche gilt auch fiir Tyrosin: Quantitative Unterschiede in 
der Verteilung dieser Aminosaure in der GroBhirnrinde konnten wir beim 
Schafbock nicht nachweisen; in bezug auf die aromatischen Amino- 
siuren ist das Gehirn dieses Tieres scheinbar nicht differenziert. 

Auch Tyrosin ist im Gehirn von Hund und Mensch am meisten von 
allen Teilen in den Stirnlappen enthalten; in dieser Beziehung haben wir 
nie Ausnahmen gefunden. 

In den meisten Fallen, mit Ausnahme von Nr. 6 und 7 fiir den 
Menschen und Nr. 5 und 8 fiir den Hund, enthielt die Zentralzone der 
Rinde mehr Tyrosin als das Hinterhauptsgebiet. Betreffs des Tyrosins 
haben wir eine fast allmahliche Abnahme dieser Aminosiure von den 
Stirnlappen zu den Hinterhauptsteilen. ; 

Wir verfiigen noch iiber zu wenig Daten, um dariiber urteilen zu 
kénnen, weshalb die aromatischen Aminoséuren in der Hirnrinde der 
héheren Tiere ungleichmaBig verteilt sind, weshalb gerade die Stirn- 
lappen mehr davon fiihren als alle iibrigen Teile der Hirnrinde usw. 
Auch kénnen wir nicht sagen, ob dies durch die funktionellen Unter- 
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schiede der verschiedenen Gehirnteile bedingt ist oder aber durch die 
ungleichmaBige Verteilung der EiweiBkérper und eiweiBfreien Sub- 
stanzen in den betreffenden Bezirken des Nervengewebes. 


SchluBlolgerungen, 


In vorliegender Arbeit wird die Verteilung der aromatischen 
Aminosauren in der Hirnrinde bei Mensch, Hund und Schafbock 
untersucht. 


In der Hirnrinde héherer Tiere (Mensch und Hund)sind die aroma- 
tischen Aminosiuren ungleichmaBbig verteilt; am meisten davon ist 
in den Stirnlappen enthalten, am wenigsten Tryptophan enthalt die 
zentrale Zone. 


Die verschiedenen Gehirnteile der Gehirnrinde des Schafbockes 
zeigen keinen Unterschied im Gehalt an aromatischen Aminosauren. 


Tabelle I. 





Unter- Gehalt an Tyrosin in °, 
suchungs- Ss Pa hees SP SRO Pe meen - 
Pn eal Stirnlappen — oe ae aa Kleinhirn 
Mensch. 

1 2,82 2,69 2,46 2.66 2.50 
2 2,60 2,54 2,20 2.44 2,10 
3 2,93 2,80 2,51 2,74 2,40 
4 3,18 2,82 2.53 2,84 — 
5 3,50 2.84 2.80 3,04 

6 3,08 2,43 2,50 2.65 —~ 
7 2.30 1,60 1,83 1,91 

Mittel: 2,90 2,53 2,40 2.64 2,33 

Hund. 
1 | 2,66 2,31 2.06 2,34 2,80 
2 3,16 - 2,82 2,99 2,84 
3 2.73 -- 2,60 2,66 2.63 
4 8,33 3,29 3,00 3,21 8,00 
5 2,82 2,40 2,65 2,92 — 
6 2,70 2,33 2,26 2.43 _ 
7 2.71 2.40 2,22 2.44 — 
8 2,60 2,13 2,43 2,39 _ 
Mittel: 2,84 2,48 2.59 2,67 2,82 
Schafbock. 

1 2,23 2,34 2,27 2,28 2,33 
2 2,99 3,00 2.94 2,98 3,02 
3 2,60 2.58 2,59 2,59 2,50 
4 2,58 2.60 2,86 2,68 2,54 
5 2.40 2,34 2,40 2,38 — 
Mittel: 2.54 2,57 2.61 2,58 2,08 
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Tabelle Il. 
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Gehalt an Tryptophan in © 


Zentrale Hinterhaupts- 
Zone gebiet 
Mensch. 
1,76 1,90 
2,00 2.18 
2,30 2.35 
1,50 1,52 
1,50 1.50 
1,85 1,90 
1,82 1,89 
Hund. 
1,27 1,51 
1,96 2.49 
1,51 1,50 
1,75 1,87 
1.85 2.00 
1.90 2.00 
1,71 1,89 
Schafbock. 
2,00 2.18 
2,20 2.31 
1,51 1,34 
2,08 1,95 
1,80 1,60 


1,91 1,87 


Grobhirnrinde 
insgesamt 


wre wn on 
a 
—— J) =) 


= 


1,52 
1,93 


1,93 


1,54 
2.43 
1,54 
1,81 
1.98 
2,01 


1,88 


2,13 
2,26 
1,41 
2,01 
1,68 


1,89 


Kleinhirn 


—_ 
in 
~JI Or 


ane 
~ 


1.35 
1,22 
1.35 
1,30 
1,40 
1,30 


1,32 


wrSwo 
Sk © 


Ww bo 
— 





Kin einfacher Mikroapparat 
fiir die Bestimmung der Alkalireserve. 


Von 
H. W. Mook. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Groningen.) 
(Eingegangen am 2. Mai 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Eine vielgebrauchte Methode, die Alkalireserve von Serum zu 
bestimmen, ist die von van Slyke! angegebene. Kurz gefabt lauft diese 
darauf hinaus, dafS man einem bestimmten Quantum Serum eine 
Saure zufiigt und die Mischung einige Minuten im Vakuum schiittelt. 
Das aus der Fliissigkeit frei werdende Gas wird gemessen, entweder 
nach seinem Volumen unter bestimmtem Druck oder nach seinem 
Druck bei bestimmtem Volumen, und daraus wird der Wert der 
Alkalireserve berechnet. Der hierzu von van Slyke konstruierte 
Apparat hat einige Nachteile. Von diesen nennen wir 1. das grobe 
Quantum Blut, das eine Bestimmung fordert, 2. die Sorgfalt, die 
auf die Hahne verwendet werden muB. Deshalb habe ich auf Anraten 
des Herrn M. N. J. Dirken, der mir auch im weiteren Verlauf der 
Untersuchung éfters mit Ratschligen beigestanden hat, versucht, 
einen einfachen Apparat zu konstruieren, der die obenerwahnten 
Nachteile nicht hat. Mit diesem Apparat kann man in einem kleinen 
Quantum Serum (ungefahr 50cmm) die Alkalireserve mindestens 
ebenso genau bestimmen wie mit van Slykes Apparat. Das Prinzip ist 
dasselbe wie bei diesem. Leckage ist aber ausgeschlossen, und das 
zu einer Bestimmung erforderliche Quantum Blut kann aus einem 
Finger beschafft werden, so daB eine Venapunktion unnétig ist, was 


1 DP. D. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 80, 347, 1917; D. D. van Slyke 
und J. M. Neill, ebendaselbst 61, 523, 1924. 
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sehr wichtig sein kann fiir bestimmte Untersuchungen, wo man in 
kurzen Absitzen die Anderungen in der Alkalireserve beobachten will. 
SchlieBlich ist der Apparat wegen seiner kleinen Mae und seines 
einfachen Baues viel handlicher im Gebrauch wie der von van Slyke. 


























Beschreibung des Apparats 2 . 
(siehe Abb. 1)?. P 
Der Apparat besteht aus zwei Teilen, 1 | ] 
A und B, die mit Hilfe eines Schlitfes ver- 
bunden werden kénnen. . 
A besteht aus einer kleinen Kugel 
(Inhalt ungefahr 0,5 c¢em), an die ein d 
in Kubikmillimeter  geteiltes Kapillar- 
rohrehen a@ und ein kurzes  Kapillar- i 
rohrchen 6b angeschmolzen ist. ‘ 





B besteht aus einem Extraktions- 
raum ¢ (Inhalt ungefihr 10 cem), woran id 
eine Réhre d angeschmolzen ist. Zwischen c 
und d ist eine Verengung, die mit b den 
Schliff bildet. Unten an ¢ befindet sich c 
ein Hahn. B ist mittels eines Schlauches 
mit einem Quecksilberbehalter verbunden. ( 





Beschreibung einer Bestimmung. 


Wie bereits gesagt, wird der Bi- 
carbonatgehalt des Serums berechnet aus 
dem Quantum Kohlensaure, das bei der 
Vakuumextraktion in Freiheit gesetzt 
wird. Man muB hierbei dem Umstande 
Rechnung tragen, das auch die in Abb. 1. Abb. 2 
den Reagenzien geléste Luft frei wird. 

Van Slyke stellt dies in seiner Formel in Rechnung, indem er den 
Absorptionskoeffizienten von Luft in Wasser benutzt. Dazu ist es not- 
wendig, daB die zu gebrauchenden Lésungen mit der Luft in Gleich- 
gewicht sind, was bei méglichen Temperaturschwankungen nicht immer 
der Fall sein wird. Uberdies wird wahrend der Bestimmung Capryl- 
alkohol zugefiigt, woraus auch Luft extrahiert wird. Verlangt man 
genaue Ergebnisse, so ist es also besser, erst das Reagens zu 
extrahieren und das Quantum Luft, das frei wird, zu messen, darauf 
das Serum zuzufiigen und die Zunahme des Volumens zu bestimmen. 





Fiir den klinischen Gebrauch, wo der mégliche Fehler schon etwas 
gréBer sein darf, geniigt es in der Regel, daB man vorher einige 


' Der Apparat ist zu haben bei der N.V.vjh J.C. Th. Marius in 
Utrecht, Holland. 
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Male miBt, wieviel Luft aus dem Reagens kommt, und darauf bei 
folgenden Bestimmungen Riicksicht nimmt, wie ich unten darlegen 
werde. Dann geniigt also eine Extraktion. Beide Methoden werden 
nacheinander beschrieben. Bemerkungen fiir vorkommende Schwierig- 
keiten findet man am Schlu®B dieser Abhandlung. 


a) Bestimmung der Alkalireserve nach vorheriger Evakuierung des Reagens 


Als Lésung zur Freimachung der gebundenen Kohlensaiure verwendet 
man n/l0 Milchséure, die man vorher mit ein wenig Isocaprylalkoho! 
schiittelt, um das Schiumen zu verhiiten. Mit dieser Lésung muB A ganz 
getillt werden. Dazu bringt man mit einer Spritze! ein wenig Fliissigkeit 
in die kleine Kugel und zentrifugiert, z. B. mit einer Handzentrifuge, bis 
das graduierte Kapillarréhrchen voll ist. Dann werden die Kugel und das 
Kapillarréhrcehen 6 gefiillt, so daB hier keine Luft zuriickbleibt. Das Queck- 
silberreservoir wird nun so hoch aufgehangt, daB das Quecksilber in B 
etwas (ungefihr 1 em) iiber dem Schliff steht. A wird dann auf B gestellt *, 
wobei der Hahn unten an B gedffnet sein muB. Man senkt nun vorsichtig 
das Quecksilberreservoir. Das Quecksilber, das iiber dem Schliff in d 
stehen bleibt, bildet einen véllig luftdichten AbschluB (siehe Abb. 2). 
In der Lésung in A entstehen nun durch den verminderten Druck kleine 
Luftblasen, die, wenn man das Quecksilberreservoir etwas auf und nieder 
bewegt, in das graduierte Kapillarréhrchen aufsteigen und sich dort oben 
ansammeln. Diese frei gewordene Luft sorgt dafiir, daB sich beim Eva- 
kuieren die Fliissigkeitssiule als Ganzes aus dem Kapillarréhrchen schiebt, 
was fiir die Analyse von groBer Wichtigkeit ist, worauf ich mich 
unten noch weiter einlasse. Man senkt das Quecksilberreservoir, bis das 
Quecksilberniveau im Extraktionsraum c iiber dem Hahn steht. Das 
Fallen der Fliissigkeit im graduierten Kapillarréhrchen mu langsam 
geschehen, so daB so wenig wie méglich an der Wand zuriickbleibt. Unter- 
laBt man dies, so entstehen Tropfen, die stellenweise das Lumen des Kapillar- 
rohrehens verschlieBen. L&Bt man nach dem Evakuieren die Fliissigkeit 
wieder emporsteigen, so schieben sich diese vor dem Gase her und sammeln 
sich oben. Dies kann zu groben Fehlern fiihren. 


Hat man das Vakuum erhalten, so nimmt man, bei geschlossenem 
Hahn den Apparat vom Stativ und schiittelt ihn 2 bis 3 Minuten. Da- 
nach laBt man, wahrend das Reservoir wieder auf derselben Héhe hangt 
wie beim Anfang des Versuchs, das Quecksilber wieder langsam aut- 
steigen in B, indem man Sorge tragt, daB in der Fliissigkeit keine wirbelnde 
Strémung entsteht, wodurch wieder Gas gelést wiirde. Namentlich das 
Aufsteigen in A soll langsam geschehen. weil es sonst méglich ware, dai 
die Fliissigkeit vor dem Gase her in das Kapillarréhrchen kime und darin 
aufstiege. Der Meniskus darf, wenn er zum Stillstand kommt, nicht um 
den Gleichgewichtsstand schwanken, weil auch dann ein merkliches 


1 Gebraucht wird eine Glasréhre, woran sich an einer Seite ein kleiner 
Gummiballon, an der anderen Seite eine rostfreie Injektionsnadel befindet. 

* Empfehlenswert ist, A einen Augenblick ins Wasser zu tauchen. 
so daB am kurzen Kapillarréhrchen ein Wassertropfen hangt. Dadurch 
wird verhiitet, daB beim Stellen'in Quecksilber eine Luftblase aufsteigt. 
Der Schliff darf nicht eingefettet werden. 
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Quantum Gas sich lésen kénnte. Dann nimmt man Teil A aus B fort und 
legt ihn horizontal nieder, um den Druck des Gases dem der Atmosph: .e 
gleich werden zu lassen und liest das Volumen ab. Es ist angebracht, da man 
das Kapillarréhrehen mit den Fingern beriihrt hat, mit dem Ablesen un- 
gefahr eine Minute zu warten, damit das Gas wieder die Zimmertemperatur 
annehmen kann. Mit Riicksicht hierauf fasse man wiaihrend des Schiittelns 
die Réhre d und nicht das Kapillarréhrehen a an. Fiir genaue Messungen 
ist es angebracht, A in einen Wasserbehilter zu legen und die Temperatur 
dieses Wassers zu bestimmen. Hat man das Luftvolumen abgelesen, so 
muB das Serum zugefiigt werden, und zwar aus einer Kapillarpipette, 
die entweder mit einer langen, feinen Spitze oder mit einer rostfreien 
Injektionsnadel versehen ist. In der Regel gebrauche ich 50 ¢mm Serum. 
Man kann weniger nehmen, aber der Fehler wird dann natiirlich gréBer. 
Nach der Zufiigung befindet sich im Kapillarréhrchen 6 ein’ wenig 
Luft, infolge der Wegnahme der Pipette. Sie wird mit Hilfe der Spritze 
durch das Reagens ersetzt'. Man evakuiert und extrahiert zum zweiten 
Male wie oben, worauf eine zweite Ablesung folgt. 


Lb) Bestimmung der Alkalireserve ohne vorherige Extraktion des Reagens. 

Dieses Verfahren ist fiir den klinischen Gebrauch am geeignetsten, 
weil eine Evakuation geniigt. Wie aus einer groBen Anzahl Experimente 
hervorgeht, weicht der Luftgehalt des Reagens selten mehr als 1 e¢mm vom 
Durchschnitt ab. Aus 50¢mm Normalserum entsteht 30 ¢mm Gas. Eine 
Abweichung von 2¢mm im Gasgehalt des Reagens verursacht also einen 
Fehler von ungefihr 6°,. Fiir den klinischen Gebrauch ist dies hin- 
reichend genau. 

Die Bestimmung geschieht genau wie unter a) beschrieben wurde, 
nur daB, wenn A mit dem Reagens gefiillt ist, unmittelbar darauf das 
Serum zugefiigt und dann evakuiert wird. 

Jedenfalls ist es angebracht, einige Male den Gasgehalt des Reagens 
zu bestimmen und diesem bei spaiteren Experimenten Rechnung zu tragen. 
Diese Methode 1aBt sich nicht befolgen, wenn der Extraktionsraum ec vorher 
gereinigt worden ist, was aber selten notwendig sein wird. Dann bleibt 
nimlich an der Wand lufthaltiges Wasser hingen, so daB man bei der 
folgenden Extraktion ein gréBeres Quantum Luft finden wird. 


c) Absorption der Kohlensdure mit Lauge. 


Will man gewif sein, daB die Volumenzunahme nach der Serum- 
extraktion einzig der freigewordenen Kohlensiure zuzuschreiben ist, so 
kann man dieses Gas mit Lauge absorbieren. Die Fliissigkeit in der Kugel 
wird dazu mittels der Spritze durch eine KOH-Lésung (z. B. 10°.) ersetzt. 
Durch Bewegung des Quecksilberreservoirs bewirkt man, dai der Fliissig- 
keitsspiegel im graduierten Kapillarréhrchen auf und nieder geht, bis zu 
einer kleinen Strecke in der Kugel. Dieses darf nicht zu weit durchgefiihrt 
werden, weil sonst infolge der Druckverminderung geléstes Gas aus der 
Lauge entweicht und man ein zu groBbes Endvolumen erhalten wiirde. 
Ist der Meniskus ungefaihr zehnmal auf und nieder gegangen so ist alle 


1 Dies laBt sich sehr leicht machen, indem man, fortwihrend einen 
. - ° " " ° } _ ‘ 
Druck auf den Ballon ausiibend, die Nadel der Spritze in das Kapillar- 
réhrehen_ bringt. 





156 H. W. Mook: 


Kohlensaure absorbiert worden, wonach das Volumen in der gebriauchlichen 
Vevise abgelesen wird. Das Quecksilber, das sich, infolge der Gasvolumen 
abnahme, im Kapillarréhrchen 6b befindet, wird mit einem umgebogenen 
Kupferdraht unter Wasser daraus entfernt. 

Nach der Absorption ist es notwendig, den Apparat vor weiterem 
Gebrauch mit einer Siéiurelésung zu reinigen. 


Die Serumgewinnung. 


Erstens kann dies in der Weise geschehen, wie van Slyke angegeben 
hat, also durch Venapunktion, wobei das Blut unter Paraffin6l aufgefangen 
und zentrifugiert wird. Dabei weist er darauf hin, da’ das venése Blut 
in der kurzen Zeit, wo es der Luft ausgesetzt ist, arteriell wird. 

Fir den obigen Apparat kann man aber auch aus einem Finger das 
erforderliche Quantum Blut gewinnen. Nach Verza@r und Vdzdrhelyi! weicht 
das Kapillarblut aus dem Finger nur sehr wenig von arteriellem Blut ab. 
Zum Auffangen benutze ich kleine Réhrchen, die oben eine Erweiterung 
haben. Diese werden ganz mit Paraffinél gefiillt und nach dem Stich wird 
der Finger darin untergetaucht. Ein Nachteil dabei ist, daB das Bluten 
unter Paraffinél weniger stark wird. Durch einen tiefen Stich gelingt es 
jedoch meistens, das erforderliche Quantum Blut (ungefahr 1% cem) zu 
erhalten, man kann aber auch durch Fingerdriicken das Bluten férdern. 
Ich habe einige Male untersucht, ob Driicken des Fingers den totalen 
Kohlensauregehalt des Blutes beeinfluBt. Aus untenstehender Tabelle 
geht deutlich hervor, daB dies nicht der Fall ist. Einmal habe ich den 
Finger dicht iiber dem Paraffinél gehalten, so daB das Blut der Luft aus- 
gesetzt wurde. Dabei wird der Kohlensduregehalt des Serums stark herab- 
gesetzt. 


Anzahl Kubikzentimeter total CO, pro 100 ccm Serum, reduziert auf 6° 
und 76cm. 





Blut strimt Blut strémt aus Blut wird einen 


Datum frei aus unter Druck (a econ 
oe ee 54 53 41 
54 54 
() ae | RS 54 53 
NG; Bh. 2 57 55 
55 56 


Es ist unnétig, das Gerinnen des Blutes z. B. mit Natriumoxalat, 
zu verhiiten. Nur mu man das Gerinnsel mit einem Glasstabchen leicht 
von der Wand lésen. Man erhalt allerdings beim Zentrifugieren ein etwas 
kleineres Quantum Serum, als wenn das Blut nicht geronnen wire. 


Messungen. 


Ich habe den Apparat zuerst versucht mit einer Lésung von 
Natriumbicarbonat, deren Konzentration durch Titration bestimmt 


1 Diese Zeitschr. 151, 246, 1924. 
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war und sich als 0,0199n ergab. 50cmm dieser Lésung enthalten 
22,3 cmm Kohlenséure bei 0° und 76cm Hg. Mit dem Apparat fand 
ich: 21,7, 22,1, 22,1, 21,6, 22,lcmm. Man ersieht daraus, dab 
die gefundenen Zahlen nicht um den theoretischen Wert schwanken, 
sondern alle etwas zu niedrig sind. Dieses findet seinen Grund in einer 
geringen Riickresorption der Kohlensiure wahrend des Aufsteigens der 
Fliissigkeit. Van Slyke und Stadie fanden, daB diese Riickresorption 
bei dem volumetrischen Apparat van Slykes 1,7°,, vom frei gewor- 
denen Quantum Kohlensadure betrug. Aus den gefundenen Werten geht 
hervor, daB diese Zahl fiir meinen Apparat ungefaihr gleich grof ist. 
Das durchschnittlich gefundene Quantum Kohlensaure ist 21,9 ¢mm. 
Der theoretische Wert 22,3 ist 1,018 mal so groB. Um der Riickresorption 
fechnung zu tragen, muB also das gefundene Volumen mit 1,018 
multipliziert werden. 

Sodann wurden eine Anzahl Sera (zum Teil auch Plasma) gemessen 
und einige davon mit van Slykes Apparat verglichen (siehe Tabelle). 


Berechnung der Biecarbonatkonzentration. 


Das Quantum CQ,, das pro 100 cem Serum nach der Extraktion 
abgelesen wird, sei = v. Wie oben dargelegt wurde, ist ein Teil der 
Kohlensaure, nimlich 1,8°.,, zuriickresorbiert. Bei der Extraktion ist 
also frei geworden v’ = 1,018.v. Das totale Quantum Kohlensaure, 


Untersuchte Sera. 





Quantum + 50emm Gasvolumen Quantum CO, Gefundener 
Gas aus Gevem nach Abs. mit pro cem Wert mit 
Reagens * ‘ Lauge Serum in cem | van Slyke-App 
m6 ol 0 3 20 0,32 0,32 
Kaninchen 18 34 0.32 030 
2 {145 45 14,5 0,61 
mene | tae’ 43 13,5 0.59 
| 16 49.5 0,67 0,67 
Serum J 15 47 0.65 
| 14.5 47 0,67 
. | 18 47 0,58 
Serum J 24 53 058 
Serum € *** 
40cemm ge- 15 64 14,5 1,24 1,22 
braucht 
. | 14,5 45 0,61 
Serum J. . 16 e 5 061 


* Dieses Quantum zeigt hier ziemlich grofe Abweichungen yon dem gewdohnlich ge- 
fundenen Wert 14 bis 15emm. Die Ursache davon war, dali nach jeder Bestimmung det 
Apparat gereinigt wurde, wobei lufthaltiges Wasser an der Wand hingen bleibt 

** Nicht unter Ol aufgefangen. 

*** Dieser Patient hatte eine starke Hypochlorimie: 2,25 g/ Liter! 
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das im Serum enthalten ist, ist gréBer, weil bei der Extraktion immer ein 
Teil in der Fliissigkeit gelést bleibt. Diesem Umstande kann man 
folgenderweise Rechnung tragen. Nehmen wir an, v,, ware das 
Volumen der Flissigkeit in A, », das des Extraktionsraumes ¢ und 
a der Absorptionskoeffizient von CO, in Wasser, d. h. die Anzahl 
Kubikzentimeter, die in 1 ccm Wasser gelést sind, so ist das totale 
Quantum CO, gleich 
, Vet KVP if VFI 
v’- =v(l+a—). 
v, v, 

= ist eine Konstante fiir den Apparat = f. « ist von der Temperatur 
abhangig. Van Slyke gibt dafiir folgende Formel: « = 1,412 — 0,0225 t. 

Von dem total im Serum enthaltenen CO, befindet sich ein Teil in 
geléstem Zustande, also nicht gebunden an die Alkalireserve. Um 
dies in Betracht zu ziehen, kann man, wie van Slyke angibt, das 
Serum ins Gleichgewicht bringen mit der Luft, die eine bekannte 
CO,-Spannung hat. Er empfiehlt hierzu Alveolarluft. Man bringt 
das Serum in einen kleinen Scheidetrichter, durchblast ihn mit 
Alveolarluft und dreht ihn eine Zeitlang herum. Dieses muB man ein 
paar Mal wiederholen. Von diesem Serum bestimmt man das totale 
Quantum CO, und zieht davon ab das Quantum, das aufgelést war, 
namlich 0,975 . a . 0,055 . 100 cem. Der CO,-Gehalt von Alveolarluft ist 
bekanntlich 5.5°,, und die Auflésbarkeit von Kohlensaure in Serum ist 
0.975mal die in Wasser. Als Endformel erhalt man also: 

B—p 273 os . 
%.76 =  * — —— * 11.018. 0 (1 + a f) — 0,975. . 0,055 . 190], 
e 76 273 +t ~ ; 
wobei eine Korrektur fiir Feuchtigkeit, Temperatur und Druck ange- 
bracht worden ist (p = Wasserdampfspannung). 1, -, ist also die 
Anzahl Kubikzentimeter CO, bei 0° und 76cm, die in 100 cem Serum 
gebunden ist. 

Bei 20° und 76cm und einer Apparatkonstante = 0,06 wird die 
0,977 . v — 4,7. 


Eine einfachere Methode ist die folgende. 


Formel: v» z¢ 
Das Verhaltnis von freier zu gebundener Kohlensaure ist ab- 
hangig von dem px und der Dissoziationskonstante dieser Saure. 


Nach der Dissoziationsgleichung in logarithmischer Form ist 
Bicarbonat 

Pu = Pr + og - i . 

° Kohlensiéure 


' ; ; : ; Bicarbonat 
Hieraus laBt sich bei bestimmtem py das Verhaltnis “ : 
totale Kohlensaure 


berechnen. Es zeigt sich, daB dieses Verhaltnis sich nur sehr wenig 
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andert bei den méglichen py-Schwankungen, wie sich aus folgender 
Tabelle herausstellt. 





PK 6,17. 
> Bicarbonat 
Pu totale Kohlensaéure 
7,6 96,5 % 
7,5 95,8 % 
7,4 945% 
7.3 93,0 % 


Berechnet man also 95°, des total gefundenen Quantums Kohlen- 
siure als Bicarbonat, so ist der begangene Fehler nicht gro} und bleibt 
sogar unter den anderen Fehlern, die mit dem Apparat gemacht werden 
konnen. 


Man erhalt als Endformel fiir die Anzahl Kubikzentimeter ge- 
bundene CO,, reduziert auf 0° und 76cm und Trockenheit: 


B ) 273 
0,76 = tae : ,° 1018.0. (1 L a@ f) .0.95. 
Man kann die Konstanten und die Korrektur fiir Temperatur und 
Feuchtigkeit in einem Faktor F vereinigen. 
Bei einer Apparatkonstante = 0.06 gilt dann fiir F zwischen 
10 und 30°: F = 0,977 — 0,06 (¢—- 20). Dann wird 


B 
Vo76 Te °F iv. 0.95. 
m” 


Bemerkungen. 


a) Die Reinigung des Apparats kann nur, was den Teil A betrifft, 
einige Schwierigkeiten bringen. Dies liBt sich am einfachsten machen 
durch Ein- und Auszentrifugieren des Reinigungsmittels. Auch kann eine 
Fliissigkeit aus der kleinen Kugel entfernt werden durch Saugen mit der 
Wasserstrahlpumpe. Bichromatschwefelsiure kann leicht hineingebracht 
werden, wenn man diese Mischung in einen Me®8zylinder bringt und A mit der 
Offnung nach unten hineinstellt. Saugt man jetzt die Luft, die sich dariiber 
befindet, weg und laBt man diese nachher wieder zutreten. so fiillt sich A 
mit der Fliissigkeit. 

b) Bei der Beschreibung einer Bestimmung habe ich bereits daraut 
hingewiesen, daB es von groBer Wichtigkeit ist, Sorge zu tragen, daB sich 
nach der Extraktion iiber dem Gas im Kapillarréhrehen keine Fliissigkeit 
befindet. Man kann versuchen, den Fehler zu berichtigen, indem man die 
Fliissigkeit noch einmal fallen laBt. Gelingt das nicht, so stellt man A mit 
dem Kapillarréhrchen b nach unten in eine Zentrifugalréhre mit Wasser 
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und zentrifugiert das Gas hoch im Kapillarréhrchen. Enthalt das Gas CO,, 
so kann sich ein betrachtliches Quantum bei diesem Verfahren wieder 
losen und ist es also nétig, aufs neue zu extrahieren. 

c) Betindet sich im Kapillarréhrchen 6 Quecksilber, was ein einziges 
Mal der Fall sein kann, so laBt sich dies leicht mit einem umgebogenen 
Kupferdraht unter Wasser entfernen. 


d) Zum Zentrifugieren, sowohl um den Apparat zu fiillen, als um diesen 
zu reinigen, gebraucht man am besten eine kleine Handzentrifuge. 


Zusammenfassung. 


Beschreibung eines Apparats, womit auf einfache Weise in einem 
kleinen Quantum Blut die Alkalireserve bestimmt werden kann. 
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Uber das Starke verfliissigende Enzym in Trockenhefe-autolysaten. 


(Synthetische Wirkungen des Enzyms.) 


Von 
S. Nishimura. 


(Eingegangen am 2. Mai 1930.) 


Vor kurzem habe ich! dariiber berichtet, daB das wasserige Auto- 
lysat der mit Toluol plasmolysierten Hefe ein Enzym enthalt, das 
Amylopektin angreift und Starke verfliissigt. Das Enzym allein kann die 
Starke nicht weitgehender abbauen, da die Jodreaktion des Reaktions- 
gemisches dauernd blau bleibt und fast kein Zucker gebildet wird. 
Wenn man aber das Enzym zusammen mit Malz- bzw. Gerstenamylase 
auf Stairkelésung einwirken laBt, kann das Enzym die Verzuckerungs- 
kraft der Amylase bedeutend aktivieren. 

Die vorliegende Arbeit sollte dazu dienen, die Kenntnisse iiber die 
Wirkung dieses Enzyms zu vertiefen. 

Statt frischer Hefe, die friiher verwendet wurde, habe ich jetzt 
Trockenhefe benutzt, die nach Abpressen zwei Tage lang bei Zimmer- 
temperatur (etwa 25°C) getrocknet worden war. 


Herstellung des Hefeauszuges. 


10g der Trockenhefe wurden mit etwas Wasser gut zerrieben und 
insgesamt 100 ccm Wasser .und etwas Toluol zugegeben. Nach der Autolyse, 
wobei man haufig umschiittelte, wurde durch Filter méglichst klar filtriert 
und das Filtrat zu den Versuchen verwendet. Mehrere Vorversuche er- 
gaben, daB durch Autolyse bei 25° C nach | bis 2 Tagen und bei 20° C nach 
3 bis 4 Tagen der wirksamste Enzymauszug zu erhalten war. 


Herstellung der Amylaselésung. 


50 g Gerste oder Malz wurden geschrotet und unter Zusatz von etwas 
Toluol mit 400 ccm Wasser bei Zimmertemperatur 6 Stunden lang extrahiert 
und klar filtriert. 

Die Versuchsbedingungen sind die gleichen, wie sie schon friiher 
beschrieben sind, naimlich: Eine bestimrate Menge Enzymlésungen 


1 §. Nishimura, Bull, Agr. Chem. Soc. (Japan) 4, Nr. 51, 8. 126, 1929. 
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wirkt stets auf 100 ccm einer 1 °,,igen Starkelésung von bestimmtem 
pu (mit Acetatpuffer) bei einer Temperatur von 20°C ein. 

Wie schon erwahnt wurde, vermag der Hefeauszug nicht nur 
Starke zu verfliissigen, sondern auch die Wirkung der Amylase auf 
Starke zu beschleunigen. Je geringer die Amylasewirkung ist, desto mehr 
wird verhaltnismaBig die Verzuckerung durch das Enzym beschleunigt. 
Aus mehreren Versuchen sollen einige Beispiele gegeben werden. 


Tabelle J. 





Hefe- Py der Ein- & Maltose in 100 ccm 
Amylaselésung auszug wirkungs- 

losung nach nach nach 
cem 24 Std. 3 Tagen 6 Tagen 
es var | _ 4,9 0,803 0,845 0,898 
amg Sem + as 6.2 0,836 0,882 0,911 
J | 4.9 0,729 0,746 0,771 
- * 0) i +c - . peng <p 4 
Melzauseng O,5ccem - |) 4 5 6.2 0,771 0,826 0,898 
Pale comeeitiny Beckie - 49 0,556 0,614 0,630 
rerstenauszug 9 +5 62 0.713 0.820 0.866 


Der Hefeauszug enthalt auch eine kraftig wirkende Maltase, 
weshalb der gebildete Zucker bei den Zusitzen von Hefeauszug als 
Glykose bestimmt und zum Vergleich auf Maltose umgerechnet wurde. 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die Beschleunigungswirkung 
nicht sehr stark in Erscheinung tritt, wenn die Amylasewirkung kraftig 
ist, z. B. bei der Verwendung von 3 ccm des Malzauszuges; dagegen ist 
sie bedeutend, wenn die Amylasewirkung schwacher ist, z. B. bei der 
Verwendung von 0,5 cem des Malzauszugs. Besonders bei der Gersten- 
amylase ist die Beschleunigung der Amylasewirkung durch Hefesaft 
sehr bedeutend. Bei der Einwirkung der Gerstenamylaselésung allein 
sind z. B. nach sechs Tagen nur 0,630 g Zucker gebildet worden, dagegen 
wurden unter Zusatz von Hefeauszug 0,866 g Zucker, also 34°, mehr, 
gebildet. 

Durch die Gerstenamylase wird die Amylose der Starke verhaltnis- 
maBig schnell verzuckert, das Amylopektin aber sehr schwer abgebaut. 
Deswegen sinkt das noch nicht abgebaute, schwierig zu verzuckernde 
Amylopektin zu Boden, wird nur allmahlich angegriffen, und erst nach 
etwa zwei Tagen ist die Lésung vollig klar geworden. Durch den 
Hefeauszug dagegen wird zuerst das Amylopektin angegriffen. Nach 
einigen Stunden ist schon die Starkelésung gleichmaBig klarer geworden, 
und nach etwa zehn Stunden ist alles fast klar gelést. Die Verzuckerung 
der Starke durch den Hefeauszug war aber sehr gering; es wurden z. B. 
nach drei Tagen 0,0178 g, nach sechs Tagen 0,0445 g Glucose gefunden. 
Dieses geringe Verzuckerungsvermégen des Hefeauszugs darf bei der 
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Verwendung zusammen mit Amylasen vernachlassigt werden. Die 
Jodreaktion der Einwirkungslésung war nach sechs Tagen noch immer 
blau. 

Durch die Gerstenamylase unter Zusatz von Hefeauszug wurde die 
Starkelésung schon nach etwa vier Stunden klar, und die Verzuckerung 
der Starke wurde bedeutend beschleunigt. 


Wird der Hefeauszug zehn Minuten lang bei 55 bis 60° C erhitzt, 
so konnte er weder die Starke verfliissigen, noch die Amylasewirkung 
beschleunigen. 


Den Fortgang des Amylopektinabbaues durch die Amylasen und 
den Hefeauszug kann man unter dem Mikroskop beim Zusatz von 
Jodlésung zur Einwirkungslésung gut verfolgen. 


Einwirkung auf Glykogen. 

Es ist bekannt, daB durch Amylasen das Glykogen schwerer 
abgebaut wird als die Starke, denn die Zusammensetzung des Glykogens 
und des Amylopektins ist fast identisch. 

Nachdem man sich tiber die Wirkung des Hefeauszuges auf das 
Amylopektin Klarheit verschafft hatte, sollte dieselbe Wirkung auf das 
Glykogen untersucht werden. Ich verwendete hierfiir das Glykogen, 
das von Sankio & Co. in Japan hergestellt wurde, da das Glykogen von 
Merck hier schwer zuginglich und sehr teuer ist. Aber soweit ich unter- 
sucht habe, ist die Amylasewirkung auf die beiden Glykogene fast gleich 
verlaufen. 

Die Versuchsbedingungen beim Glykogen sind ganz die gleichen wie 
beim Abbau der Starke vorher beschrieben. 


Das Ergebnis enthalt folgende Tabelle LI. 


Tabelle 11. 





g Maltose in 100 ecm 


Hefe- Pu der Ein- 
pe itis oe nach nach nach 
ecm 7 24 Std. 3 Tagen 6 Tagen 
a _ 4,9 0,444 0,528 0,571 
Maizauszug 03 ccm + 5 62 0.758 0.935 0.958 
a eke i 49 0,315 0,348 0,364 
rerstenauszug vccem - | + 5 6.2 0.630 0.872 0.932 


Aus der Tabelle ist zu ersehen, dab die Verzuckerung des Glykogens 
durch die Amylasen, insbesondere durch die Gerstenamylase, eine viel 
geringere ist als die der Starke, jedoch unter Zusatz des Hefeauszugs 
auBerordentlich beschleunigt wird. Nach drei Tagen z. B. sind durch die 


Ng 
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Malzamylase allein 0,528 g Zucker, dagegen unter Zusatz von Hefeauszug 
0,925 g Zucker gebildet worden. 


Durch die Amylasen allein wird das Glykogen geringer als die 
Starke verzuckert, unter Zusatz von Hefeauszug aber wird es vie! 
schneller und viel weitgehender verzuckert. Es wirkt also das Enzym 
viel starker auf das Glykogen als auf die Starke ein. 


Aus dieser Tatsache und einer anderen, die noch spiter gezeigt 
werden wird, ist zu schlieBen, dab zwischen den Strukturen des Glyko- 
gens und des Amylopektins ein Unterschied vorhanden sein mub. 
Es ist méglich, daB die Hexaamylose, aus der das Glykogen aufgebaut ist 
mehr /-Bindungen als die der Starke enthalt, oder aber es besteht das 
Glykogen gr6Btenteils aus phosphorylierten niedrigeren Dextrinen, 
die sich mit Jod braun farben. 


Das Enzym und die Amylophosphatase. 


Seit dem Befund von Samec und Hoefft! neigt man zur Ansicht, dal} 
die Starke eine esterartige Verbindung von Kohlenhydrat mit Phosphor 
siure darstellt, da von den Komponenten der Starke das Amylopektin 
phosphorhaltig ist. Wird die Phosphorsiure vom Amylopektin abgetrennt, 
so tritt Verfliissigung der Stirke ein. Eine Amylophosphatase, welche den 
Phosphorsaureester der Amylose, eines Bestandteils der natiirlichen Starke, 
aufspaltet, ist zunichst von Adler? im Malz gefunden worden. Kiirzlich 
haben Heiduschka und Karsch* dariiber eingehender berichtet. Sie haben 
aber dabei als Substrat nicht natiirliche Starke, sondern die nach Neuberg 
kiinstlich phosphorylierte Starke verwendet‘. 

Die enzymatische Verfliissigung der natirlichen Starke bzw. des 
Amylopektins ohne Verzuckerung war bis heute noch nicht beobachtet 
worden. Nachdem ich das Enzym, welches die natiirliche Starke 
verfliissigen kann, ohne dabei nennenswert zu verzuckern, im Hefe- 
autolysat gefunden habe, scheint das Enzym mit der Amylophosphatase 
identisch zu sein. Aber gegeniiber der Amylophosphatase, fiir welche 
Heiduschka und Karsch als optimales py 5,4 und als optimale 
Temperatur 48 bis 50° C angegeben haben, hat unser Enzym das optimale 
pu von 6,2 und die optimale Temperatur von 20 bis 25° bei langerer 
Einwirkung. Uber 35°C wird die Enzymwirkung schon stark beein- 
trachtigt. Dariiber hinaus kann das Enzym aber nicht nur die Starke 
verfliissigen, sondern auch die Verzuckerungswirkung der Amylasen auf 
die Starke und das Glykogen beschleunigen. 


1 Samec und Hoefft, Chem. Centralbl. 13, 1, 652. 

2 Adler, Zeitschr. f. d. ges. Brauw. 35, 181, 1912. 

3 Heiduschka und Karsch, ebendaselbst 51, 145, 1928. 
4 Kerb, diese Zeitschr. 100, 3, 1919. 
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Ich! habe friiher berichtet,‘daB das Starkeverzuckerungsvermégen 
der Malzamylase viel starker als das Spaltungsvermégen gehemmt wird, 
wenn die Malzamylaselésung zehn Minuten lang bei 70° C erhitzt wird. 
1g Starke wurde in etwa 80ccm Wasser gekocht, abgekiihlt und 
5 cem der erhitzten Malzamylaselésung bei 20° C dazugegeben. Nachdem 
die Jodreaktion des Reaktionsgemisches nach zwei Stunden ver- 
schwunden war, wurde die Lésung in kochendem Wasser 15 Minuten 
lang gehalten, um die Enzymwirkung zu vernichten. Die gewonnene 
Lésung enthielt nur 0,213 g Zucker und gréBtenteils sogenannte Achroo- 
dextrine in 100 ccm. Setzt man dieser Lésung Gerstenamylaselésung, 
Hefeauszug und Puffergemisch zu und fiillt auf 100 ccm auf, so verlauft 
die Verzuckerung wie folgende Tabelle III zeigt. 


Tabelle Ill. 





g Maltose in 100 ccm 


PH nach re nach ee nach | nach 
0 Std. 24 Std. 3 Tagen 6 Tagen 
Gerstenamylase 5 cem 49 0,213 0,650 0,689 0,689 
Gerstenamylase 5cem || 6.2 0.218 0.727 0.772 0.802 


+ Hefeauszug 5ccm =f 


{s bedurfte hierbei keiner Verfliissigung mehr, da die Lésung schon 
durch die erhitzte Malzamylase ziemlich weitgehend abgebaut worden 
war, jedoch wurde die Verzuckerung durch den Zusatz von Hefeauszug 
beschleunigt. 

Aus dieser Beobachtung kann man folgern, daB das Enzym nicht 
nur als Esterase, sondern auch f-enzymatisch wirkt, denn die Gersten- 
amylase, die nur «-enzymatisch wirkt, vermochte infolge des Zusatzes 
von Hefeauszug die Grenzdextrine («-, f-Hexaamylose, Trihexosane), 
die Abkémmlinge des Amylopektins sind und auch f-Bindungen nebst 
a-Bindungen enthalten, weiter abzubauen. Aus den berichteten Tat- 
sachen ist zu schlieBen, daB das Hefeenzym und die Amylophosphatase, 
wenigstens jene, die im Malz gefunden worden ist, nicht identisch sind. 

Das Glykogen diirfte wohl mehr §-Bindungen als die Starke ent- 
halten, das Glykogen durch Amylasen unter Zusatz von Hefeauszug 
besser als die Starke verzuckert wird. 

Der Hefeauszug enthalt auch eine kraftig wirkende Maltase. 
Wenn man die Hefe bei 25° C extrahiert, so verschwindet die Maltase 
nach acht Tagen voéllig. Der Hefeauszug verfliissigt aber dann immer 
noch die Starke innerhalb 20 Stunden und beschleunigt auch die Ver- 
zuckerung der Starke durch die Amylase, wie Tabelle IV zeigt. 


1 S. Nishimura, diese Zeitschr. 200, 81, 1928. 
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Tabelle IV. 
Der Heteauszug ist maltosefrei. 





| Pu Nach 24 Std. Nach 3 Tagen Nach 6 Tagen 
u 
Gerstenamylase 5 cem 49 0,618 0,688 0,733 
Gerste ylase 5 cem | , ine 
ierstenamylase 5 cem i|| 6.2 0.776 0.868 0.890 


+ Hefeauszug 5cem_ |{ 


Damit ist bewiesen, daB die Maltase an der Beschleunigung der 
Starkeverzuckerung nicht beteiligt ist, sondern nur die gebildete 
Maltose in Glykose aufspaltet. 


Amylosynthetische Wirkung des Hefeauszugs? 


Ein groBes Interesse beansprucht die Frage, ob es eine fermentative 
Umkehrung des Starkeabbaues gibt, wofiir Fernbach und Wolff! 
ein eigenes Ferment Amylokoagulase, also eine Synthease, verant- 
wortlich gemacht haben. In Wirklichkeit aber ist eine fermentative 
Reversion des Stirkeabbaues bisher nicht realisiert, die sogenannte 
Retrogradation ist nichts anderes als eine Gelbildung infolge des raschen 
Abbaues der im Solzustand befindlichen Schutzkolloide. Ein Ferment 
Amylokoagulase existiert nicht?. Die Retrogradation der Starke ist ein 
kolloidchemischer Vorgang. 

Wahrend der Untersuchung der Starkeverfliissigung durch den 
Hefeauszug habe ich oftmals beobachtet, daB die klar verfliissigte 
Starkelésung bei 20°C und darunter allmahlich weiB und schlieBlich 
milchig triibe wurde. 

Werden 5ccm des Hefeauszuges zu 100 ccm 1° ,iger léslicher 
Starkelésung (Kahlbaum) von py 6,2 bei 20° C zugesetzt, so triibt sich 
die Lésung allmahlich, wird nach sechs Tagen ganz weiB wie Milch und 
scheidet endlich einen feinkérnigen Niederschlag aus. Dagegen triibt 
sich die Stérkelésung ohne Zusatz von Hefeauszug nach zehn Tagen nur 
ganz geringfiigig. Das gebildete Koagulum aber lést sich durch Kochen 
wieder klar auf, und die Verzuckerung dieser Starkelésung mit Amylase 
verliuft fast ebenso wie jene gewéhnlicher Strikelésung. 

Zu 100 cem 1°, iger verkleisterter Starkelésung von py 6,2 wurden 
5eem des Hefeauszuges zugesetzt. Bei 20°C verfliissigte sich die 
Stairkelésung nach 24 Stunden fast klar, triibte sich aber nach zwei 
Tagen etwas und wurde schlieBlich weiB und klebrig wie Milch. Das 
Koagulum, das sich anfangs mit Jod blau farbte, allmahlich aber 


1 Fernbach und ‘Wolff, Ann. Past. 18, 165, 1904. 
2 Siehe hierzu die gegenteilige Ansicht von A. Joszt (Roeznikér Nauk 
Rolniezych 10, 1923; 11, 1924: 18, 1915). 
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farblos wurde, farbte sich nach etwa 50 Tagen rot wie Klebreisstarke. 
Das Koagulum lést sich durch Kochen fast klar auf, und die klar ge- 
wordene Lésung farbt sich mit Jod blau. Nach Erkalten aber koaguliert 
die Lésung allmahlich wieder zu einer weiBen Triibung. Die Koagulation 
der Starke tritt bei der Einwirkungstemperatur tiber 35° C nicht mehr 
ein. Erhitzt man den Hefeauszug zehn Minuten bei 55 bis 60°C und 
setzt ihn dann der Starkelésung zu, so erfolgt weder Verfliissigung noch 
Koagulation der Starke. Diese Koagulation der Starke ist ganz charak- 
teristisch und muB derselben Enzymwirkung im Hefeautolysat, welche 
auch die Starke verfliissigt, zugeschrieben werden, obwohl die Existenz 
der Amylokoagulase noch nicht allgemein angenommen wird. 

Als ich den EinfluB des Hefeauszugs auf verschiedene Starkesorten 
untersuchte, habe ich gefunden, daB die Klebreisstarkelésung, die sich 
bekanntlich mit Jodlésung rot firbt, unter Zusatz von Hefeauszug 
allmahlich eine violette bzw. blauviolette Jodreaktion liefert. 

Zu 80cem (= 1,0g Trockensubstanz) der Klebreisstarkelésung, 
die durch Kochen méglichst homogenisiert worden war, wurden Acetat- 
puffer und 5 ccm des Hefeauszugs zugesetzt und auf 100 ccm aufgefiillt. 
Das pu des Reaktionsgemisches war 6,2. LaBt man diese Lésung bei 
20° C stehen, so farbt sich die Lésung nach 24 Stunden mit Jod violett 
und nach drei Tagen und auch noch spiater blauviolett bis blau. Die 
Stirkelésung ohne Zusatz von Hefeauszug reagiert mit Jod nach zehn 
Tagen noch immer rot. Diese Anderung der Jodreaktion der Klebreis- 
stirkelésung ist sehr merkwiirdig. Bei einer Einwirkungstemperatur von 
iiber 35°C tritt die Erscheinung nicht ein. Auch bei 55 bis 60°C zehn 
Minuten lang erhitzter Hefeauszug vermag diese Wirkung auch bei 
20° C nicht mehr hervorzurufen. Aus dieser Beobachtung kénnte man 
schlieBen, daB durch das Enzym im Hefeauszug, das die Kartoffelstarke- 
lésung koaguliert, in der Klebreisstarkelésung eine synthetische Wirkung 
ausgeiibt wurde. 

Die Klebreisstarke wird durch Kochen in Wasser nicht klar gelést 
wegen des Vorhandenseins der Amylo-Hemi-Cellulose. Um die Rever- 
sionswirkung mit klarer Klebreisstirkelésung beweisen zu kénnen, 
wurde deshalb lésliche Klebreisstiarke nach der Methode von Lintner 
hergestellt. 100g Klebreisstarke wurden mit etwa der zweifachen 
Menge 12°,iger Salzsiure versetzt, gut umgeriihrt und bei Zimmer- 
temperatur 7 bis 8 Tage lang gehalten. Die Starke wurde dann mit 
gréBeren Mengen Wasser einigemal dekantiert, bis die Siurereaktion 
fast verschwunden war. Die erhaltene lésliche Starke wurde durch 
Kochen in Wasser zwar noch nicht ganz klar gelést, sie lieB sich aber 
klar filtrieren. Das klare Filtrat, das eine bestimiate Menge Klebreis- 
stirke enthalt und mit Jod sich rot farbt, wurde zu den Versuchen 


verwendet. 
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5 ccm des Hefeauszuges wurden zu 100 cem 1 °,,iger klarer Klebreis- 
starkelésung von py 6,2 zugesetzt. Die Einwirkungslésung hat sich bei 
20°C mit Jod anfangs rot, nach 24 Stunden violett und nach drei 
Tagen violettblau gefirbt. In der Lésung hat sich nach 4 bis 5 Tagen 
eine weibe Triibung gebildet. Sie wurde nach und nach immer starker, 
und endlich schied sich ein weiBer Niederschlag aus. Die weife Aus- 
scheidung wurde abgenutscht, mit Alkohol und Ather gewaschen und 
getrocknet. Das weiBe Pulver wird durch Kochen in Wasser klar gelést, 
und die Lésung farbt sich mit Jod blau. Nach dem Erkalten erscheint 
die weiBe Ausscheidung allmahlich wieder. Die klare Klebreisstarke- 
lésung ohne Zusatz von Hefeauszug bleibt selbst nach zehn Tagen 
unverdndert. Es scheint somit in der klaren Klebreisstarkelésung die 
weiBe Substanz, die sich mit Jod blau fairbt, durch den Hefeauszug 
synthetisiert worden zu sein. 

Eine Glykogenlésung farbt sich mit Jod schwach braun. Setzt man 
der Glykogenlésung, wie bei der Starkelésung, Hefeauszug zu, so farbt 
sich die Lésung mit Jod nach 24 Stunden hellrot und nach drei Tagen 
und spater tiefrot. Bei der Glykogenlésung geht die Jodreaktion nicht 
mehr iiber die Rotfirbung hinaus, doch kann man auch hier bemerken, 
daB die das Glykogen bildenden Dextrine eine gewisse Polymerisation 
eingegangen sind. 

Setzt man der Starkelésung eine Malzamylaselésung, die zehn 
Minuten lang bei 70°C erhitzt wurde, zu und laBt die Lésung bei 
20° C zwei Stunden einwirken, so erhalt man, wie schon erwahnt wurde, 
eine klare Lésung, die eine geringe Menge Zucker und groBe Mengen 
Achroodextrin enthalt. Die Lésung farbt sich mit Jod nur gelb. 
Sie wurde 15 Minuten in kochendem Wasser gehalten und dann abge- 
kihlt. Setzt man der Lésung 5 cem des Hefeauszugs und Puffer (py 6,2) 
bei 20°C zu, so hat sie sich mit Jod nach 24 Stunden schwach rot, 
nach drei Tagen und spiter tiefrot bis violettrot gefirbt. Dagegen farbt 
sich die Lésung ohne Zusatz von Hefeauszug nach zehn Tagen mit 
Jod noch immer gelb. Setzt man dieser Lésung den Hefeauszug zu, 
so fairbt sie sich mit Jod wieder rot. 

Aus den Versuchen ist wahrscheinlich zu schlieBen, daB die niedri- 
geren Dextrine, die sich mit Jod braun oder gelb farben, durch das 
Enzym im Hefeauszug zu héheren Dextrinen, die sich mit Jod rot farben, 
polymerisiert werden kénnen, obwohl die blaue Jodreaktion noch nicht 
erreicht wird. 


Die Reversionsdextrin- und die Giykogenlésung, die unter Zusatz 
von Hefeauszug aufgebaut worden waren und mit Jod sich rot farbten, 
wurden 15 Minuten in kochendem Wasser gehalten, um die Enzym- 
wirkung zu vernichten. Nach dem Erkalten wurden 3ccm Malz- 
amylaselésung und Puffergemisch zu 100ccm der Lésung zugesetzt 
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(px = 4,9). Die rote Jodreaktion der Lésung war in 20 Minuten 
wieder verschwunden. 

Zu 80cem (= 1,0g Trockensubstanz) der Klebreisstarkel6sung 
wurden 5 ccm des Hefeauszugs zugesetzt (py — 6,2). Kocht man die 
Lésung nach zehntagiger Kinwirkung, so erhalt man eine etwas tribe 
Lésung, die koaguliertes EiweiB des Hefeauszugs und eine geringe 
Menge unléslicher Substanz der Klebreisstarke enthalt. Filtriert man die 
Lésung nach dem Erkalten, so erhalt man eine klare revertierte Klebreis- 
starkelésung, die mit Jod sich fast blau farbt. Setzt man dazu 3 ccm der 
Malzamylaselésung, ferner Puffergemisch und fillt auf 100 ccm auf 
(pu = 4,9), so verlauft die Jodreaktion und die Verzuckerung der Lésung 
bei 20°C wie folgende Tabelle V zeigt. 


Tabelle V. 





Jodreaktion 


zu Beginn nach 20 Min. nach 40 Min. nach 11/, Std 


blau violett rot gelb 





Verzuckerung (g Maltose in 100 ecm) 


zu Beginn nach 24 Std. 


0,143 0,580 


Der Starkeabbau der durch den Hefeauszug synthetisierten Kleb- 
reisstarkelésung ist also wie der der gewéhnlichen Starke verlaufen. 


Reinigungsversuche am Enzym. 

Nach den bisherigen Erfahrungen tiber die Adsorptionsreinigung 
der meisten Enzyme hat sich als Adsoprtionsmittel kolloide Tonerde 
ausgezeichnet bewahrt. Aber bei den vorliegenden Hefeausziigen ist die 
Adsorption des Enzyms mittels kolloider Tonerde nicht gut genug 
gelungen, vielleicht wegen des Vorhandenseins sehr groBer Mengen 
von Stickstoffsubstanzen. Bei der Reinigung der Malzkatalase ist 
M. Matsuyama' in unserem Laboratorium mit Eisenoxydsol von Merck 
zu guten Erfolgen gekommen. Ich versuchte deshalb auch die Reinigung 
unseres Enzyms mit Eisenoxydsol. Aus zahlreichen Vorversuchen hat 
sich das folgende Mengenverhaltnis am besten bewahrt. 

20 ccm Hefeauszug wurden unter Umriihren mit 2,4 cem Eisen- 
oxydsol versetzt, welchem vorher 2,2 cem n/10 HCl zugegeben wurde, 
um durch Verschiebung des py von 6,5 im Auszug bis zu py 6,0 die 


1 M. Matsuyama, diese Zeitschr. 213, 123, 1929. 
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Adsorption zu begiinstigen. Die Losung wurde nach etwa fiinf Minuten 
unter Zusatz von Kieselgur abgenutscht, das Adsorbat einmal mit etwas 
Wasser gewaschen, stark abgesaugt, dann mit 20 cem Phosphatgemisch 
(m/30) von py = 38,0 etwa 15 Minuten lang unter hiufigem Umriihren 
eluiert und wieder abgenutscht. Das Filtrat des Adsorbates hatte fast 


keine Starkeverfliissigungswirkung. Die Elution dagegen verfliissigte 


die Starke und fihrte die rote Jodreaktion der Klebreisstarkelésung in 
eine violettblaue fast gleich so schnell wie der Originalhefeauszug iiber. 


Die Trockensubstanz-Stickstoffmenge in den Lésungen war folgende: 


Tubelle V1. 





Trockensubstanz N 
g g 
Ks enthielten: 
1Qeom Hotesasue. . .... . ss 0,381 0,0430 
12,5cem Filtrat des Adsorbats (ent- 
sprechend 10 cem Hefeauszug) . . 0,286 0.0266 
Pe SO. 6 5 5c so he es 0,049 0,0063 


(phosphatfrei) 


Durch die Adsorption und nachfolgende Elution wurde das Enzym 
fast quantitativ wiedergewonnen und seine Wirksamkeit dabei fast um 
das Siebenfache gesteigert. 


Zusammenfassung, 


Das Hefeautolysat enthailt ein Enzym, das das Amylopektin 
angreift und die Starke verfliissigt. AuBerdem scheint das Enzym die 
Starke koagulieren und niedrigere Dextrine zu héheren Dextrinen 
synthetisieren zu kénnen. Das Enzym kann auch die Verzuckerungs- 
wirkung der Amylasen auf die Starke beschleunigen, wenn es mit 
diesen zusammen verwendet wird. Die optimalen Wirkungen dieses Hefe- 
enzyms liegen bei py = 6,0 bis 6,2 und einer Temperatur von 20° bis 
25°C. Uber 35°C wird die Wirkung stark verringert und unter 10° 
verlangsamt. Erhitzt man den Hefeauszug zehn Minuten lang bei 
55° bis 60° C, so wird die Wirkung des Enzyms vollstandig vernichtet. 

Ob das Enzym wirklich den Namen Synthease verdient oder aber 
nur Umlagerungen im Starkemolekiil verursacht, die mit einem Ubergang 
der Jodreaktion von Rot nach Blau verbunden sind, muB noch weiter 


untersucht werden. 
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Die Wirkung von bestrahltem Ergosterin 
auf Gewebe-Phosphatase. 


Von 


Irvine H. Page und D. M. Reside. 


{Aus der chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Psychiatrie (Kaiser Wilhelm-Institut) in Miinchen.] 


(Eingegangen am 2. Mai 1930.) 


Vor einigen Jahren berichteten wir (1), daB bestrahltes Ergosterin, 
(Vigantol Merck), das so stark tiberdosiert ist, dab es ausgedehnte meta- 
statische Verkalkung von Arterien, Nieren, Magen, Lungen usw. hervor- 
ruft, eine deutliche Erniedrigung im Phosphatasegehalt der Knochen 
verursacht. Wir glaubten, daB diese Veranderung der Enzymaktivitat 
eng verbunden mit dem ProzeB der Calciummobilisierung in den 
Knochen sei. Damals war die Verkalkung durch Vigantoliiberdosierung 
ziemlich leicht durch bestrahltes Ergosterin, das uns die Firma Merck 
iiberlieB, hervorzurufen. In Fortfiihrung der Untersuchungen iiber 
das Schicksal und die Aktivitat des Enzyms haben wir den Phosphatase- 
gehalt von vielen anderen Geweben des Kaninchens untersucht. Sehr 
zu unserem Erstaunen konnten wir aber die Verkalkung diesmal nicht 
hervorrufen, die so charakteristisch bei den friiheren Arbeiten mit 
Vigantol gewesen war, auch mit groBen Dosen nicht, ebenso zeigte auch 
die Phosphatase nicht die friiher beobachtete deutliche Abnahme. 
Wir méchten daher als Ergebnis unserer Beobachtungen den SchluB 
ziehen, da®B erstens der sogenannte toxische Faktor des bestrahlten 
Ergosterins, der durch seine Fahigkeit, Calcium aus den Knochen zu 
mobilisieren und es woanders abzulagern, charakterisiert ist, nicht 
notwendig dem antirachitischen Vitamin D eigentiimlich ist, und 
zweitens, daB der Gehalt an Phosphatase in Fallen von Uberdosierung 
mehr parallel dem sogenannten toxischen Faktor geht. Wir glauben, 
daB die Phosphatase auf jedes eine Mobilisation und Ablagerung von 
Phosphor und Calcium verursachende Agens anspricht. Die letzte 
Arbeit von Windaus (6) vermutet von chemischen Gesichtspunkten 
aus, daB unbestrahltes Ergosterin eine toxische calciummobilisierende 
Substanz enthalt, die nicht parallel mit der antirachitischen Wirksam- 
keit geht. 
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Methode. 

Die Kaninchen wurden durch Herzentblutung getétet, die Gewebe 
sofort gewogen und mit Sand und dem fiinffachen Gewicht Wasser 
verrieben. Zu diesem Gemisch wurden wenige Tropfen Chloroform 
gegeben und das Ganze bei Zimmertemperatur 48 Stunden stehengelassen 
Darauf wurde durch Watte filtriert und die Aktivitét des Enzyms wie 
folgt bestimmt. 

l cem Extrakt + 5 cem Glykokollpuffer (py 8,8) + 5 cem Natrium- 
f-glycerophosphat (1 ccm 16mg Phosphor) + wenige Tropfen 
Chloroform werden auf 37° 2 bzw. 4 Stunden lang gehalten. Der 
Gesamt- und organische Phosphor war vorher bestimmt (Methode 
von Martland und Robison) (2) (3). Nach 2 und dann nach 4 Stunden 
wurde der in diesen Zeitriumen abgespaltene anorganische Phosphor 
bestimmt. Kontrollmessungen des ohne Gegenwart von Phosphatase- 
extrakt abgespaltenen Phosphors und Kontrollbestimmungen des 
Gewebeextrakts allein liefen immer parallel. Wir arbeiteten nach der 
in der bekannten Arbeit von Robison (2) und Kay (4) (5) angewandten 
Methode. 

Bemerkungen. 


Die Tabelle I zeigt die Ergebnisse, die man erhalt, wenn man die 
zur Extraktion des Gewebes verwandte Wassermenge variiert. Man 
sieht deutlich, daB mit steigender Menge der Extraktionsfliissigkeit 
mehr Enzym ausgezogen wird. Wir haben uns nicht bemiiht, das Enzym 
ersch6pfend zu extrahieren, sondern stellten nur einfach eine Standard- 
lésung her und kamen so zu vergleichbaren Extraktionsbedingungen. 
(Tabelle I). Wir haben auch den EjinfluB, den die Feinheit des zer- 


Tabelle I. 


Die Abhangigkeit der Phosphatasemenge vom Volumen des angewandten 
Extraktionsmittels. 














Nach 2stiindiger Nach 4 stiindiger Einheiten in 
Hydrolyse Hydrolyse 1g Gewebe 
Og PR lg ay" 3 QR A 7 
oe Be we Gero 1 tee Le Le ee 
Organ 5 2 5 ca 5 a & s& F Lo Lo T. t 
Ze - = S uh <2 <= a =s5 == cy - 
ge “ tbe De 1 ee Bie 1 
a — i 6] €)< | 8| 812/18 
mg mg mg mg mg 0/5 mg mg 0 
Niere 5 7,976 0,187 | 7,789 0,445/'0,258 3,31 | 0,516/0,329 4,23 | 1,29 1,65 
10 7,645 9,110 7,535 0,266 6,156 4,14 0,385,0,.275 7,30) 1,56 2,75 
15 7,514 0,075 7,489 0,206 0,131 5,28 0,297 0,222 894 1,96 3,33 
20 7,387 0,064 7,323 0,169 0,105: 5,72 0,246 0,182 9.96 210 3,64 
Leber 5. 7,784 0,158 7,625 0,339'0,181| 2,87 0,428/0,270 3,54 0,91 1,35 
10 7,647 0,082 7,565 0,191/0,109) 2,88 0,248 0,166 4,38 1,09 1,66 
15 7,514 0,055 7,469 0,152 0,097 3,90 0,167 0,112 459 1,45 1,68 
20 7,428 0,065 7,363 0,120°'0,055 2,96 0,163 0,098 5,32 1,96 
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riebenen Gewebes hat, kontrolliert und konnten feststellen, daB der 
Unterschied an extrahierter Enzymmenge verhaltnismabig gering ist, 
ob das Gewebe gut mit Sand in einer Reibschale verrieben oder unter den 
gréBten VorsichtsmaBregeln zur feinsten Verteilung gebracht ist. 


Tabelle 11. 


Abgespaltener organischer Phosphor (in Prozenten) bei normal und mit 
Vigantol gefiitterten Kaninchen. 








Normal Mit Vigantol gefiitterte Kaninchen 
gefiitterte Kaninchen Nr.213) 214 07 219 219 218 
Aorta 4Std. 0,2 1,7| 0,9; 0,2 13 0,84 6,5 
Niere 2, 1/109) 93/;125) 7,31 129 | 31) 94 | 7,4 74 3,3 
» 4 , 86,1 16,2 248: 14,7 16,2 5,7 19,2 11,4 134 4,2 
Leber sa 4,0 15; 23); 36 5,7 18) 24 13 47 24 
3 = 5.0: 49) 5,7) 54 9,1 34 3,0 1,4 6,3 | 3,5 
Darm ae 45.1 5.0 | 16,3183 32,9 | 181/|12,1 133 11,0 6,2 
™ 4 60,1 95 181 28,7 488 326/168 204 181 69 
Gehirn ee 0,01; 0,3! 1,1] 0,2 16 28 08 0,3 
oe. 0,26 14; 1,5; 1,5 2.4 35 10 07 0,7 
Knochen 2 , 39} 27) 28) 25 15; 35) 24 | 2,2 1,7 2 
. an 59; 58); 46) 4,4 2.4 58 380 | 34 24 2,4 
Lunge = 21; 43) 44 52) 30; 66 | 28 3,5 
s | 5.4 10.9 9.1 7.0 5.5 104 4,2 5.6 
Dickdarm 2 , 0,1; 34; 1,7 24; 28) 27 | 22 1.6 
e eh 10; 5,7) 6,7 43 36) 44 | 4,2 2.7 
Nebenniere 2 , 0,4 1,7 16 06 
a e 3,2 3,6 3,6 49; 29! 08 | 09 05 
Herz a « 0,6 01 O14 OB O07 
Fa oo 13 | 0,5 04 038 O4 1,0 
Kaninchen eg Fiitterung Gewicht 
Nr. mg Tage Anfang Ende 
213 300 56 1990 -2100 
214 210 40 -- 
207 610 96 3410 3350 
212 1049 72 1930 2550 
219 620 31 2350 2300 
218 490 49 2700 2200 


Sektionsbefunde. 


Nr. 213. Das Tier zeigt einen normalen Befund. Kein Anzeichen 
fir Verkalkung und keine Erweichung der Knochen. 


Nr. 207! Das Tier ist stark und erscheint gesund. Beginnende Calcium- 
ablagerung in der Nierenrinde und Magenwand. In geringer Anzahl ge- 
schwiirihnliche, punktférmige, rauhe Stellen in der Aorta, aber mit nur 
geringer Verkalkung. GréBe und Elastizitat der Aorta sind gut erhalten. 
Das mikroskopische Bild zeigt ziemlich viel Calcium in der Niere und 
deutliche Nebennierenrindenhypertrophie. 
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Nr. 212. Das Tier erscheint véllig normal. 

Nr. 219. AuBer einer schmalen Stelle nahe der Offnung der Nieren 
gefaBe scheinen alle Organe im mikroskopischen Bild normal. 

Nr. 218. Einige wenige kranke Stellen im absteigenden Teil de: 
Aorta, aber von sehr geringer GréBe. Geringe Verkalkung der Nieren. 
Pneumonie der rechten Lunge, die wahrscheinlich den Tod veranlaBte 

Nr. 214. Das Tier hat betrachtlich an Gewicht verloren. Die Neben 
nieren scheinen auSerordentlich groB. Farblose Narben und verkalkt: 
Stellen bedecken zum groBen Teil die Niere. Die Magenwand ist wenig 
verkalkt. Die Leber hat sehr abgenommen an GréBe und an Gewicht. 
Schwache Verkalkung der Aorta. Knochen etwas erweicht. 

Der Diinndarm und die ganze Niere der mit Vigantol gefiitterten 
Kaninchen sind etwas verkleinert. Dem Augenschein nach zeigt keines der 
mit Vigantol gefiitterten Kaninchen mehr als eine kaum beginnende Ver 
anderung in der Aorta mit geringer Ablagerung von Calcium in der Nieren 
rinde. 

Ergebnisse. 


Die Tabelle Il enthalt die Ergebnisse der Versuche mit normalen und 
vigantolgefiitterten Kaninchen. Sie sind ausgedriickt in Prozenten 
organischen Phosphors, abgespalten unter den konstant gehaltenen 
Bedingungen, von denen oben die Rede war. Die Resultate bei den 
normalen Kaninchen entsprechen den friiher von Kay (5) erhaltenen. 
Man sieht deutlich, daB kein nennenswerter Unterschied zwischen nor- 
malen und mit Vigantol gefiitterten Kaninchen vorhanden ist. Wir 
méchten hier zum Vergleich (Tabelle III) einige Ergebnisse bringen, 
die im vorigen Jahr bei den Arbeiten mit Vigantol erhalten wurden. 
Die Resultate verdanke ich Herrn Dr. Earl King und Fraulein Baum. 
gartner. 

Tabelle I11. 





Vigantolkaninchen Normale Kaninchen 
ae ee ee Ce 
no Substrat durch Substrat durch siibed Substrat durch | Substrat durch 

Nierenextrakt Darmextrakt Niereneztrakt | Darmertrakt 
abgespalten abgespalten abgespalten abgespalten 
2202 0,179 0,396 1 0,529 1,358 
2231 0,288 0,560 2 0,542 1,992 
A 0,311 0,617 3 0,444 1,384 
B 0,334 1,076 + 0,653 2,158 
C 0,355 1,018 b 0,609 1,720 
D 0,194 0,941 > 0,495 1,926 
Durchschnitt: 0.277 0,769 0,548 1,756 





Aus der Tabelle III ist ersichtlich, daB die Aktivitat der Gewebe- 
extrakte von Kaninchen, die mit bestrahltem Ergosterin gefiittert 
wurden, nur ungefihr die Halfte derjenigen von normalen Kaninchen 
betragt. 
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Wir méchten heute nicht erértern, worauf die Bedeutung der 
Phosphataseverteilung im Tierkérper beruht. Mit 2. J. King (7) konnten 
wir zeigen, daB Knochenphosphatase Lecithin nicht sichtlich angreift. 
\ber Nierenextrakte spalten deutlich Phosphor aus dieser Substanz ab. 
Lipase kann die Fettsduren des Lecithins abspalten, aber ob sie zu 
gleicher Zeit auch Phosphor abspalten kann, wei man nicht. Es kénnte 
sein, daB vorherige Behandlung der Phosphatide mit einem lipase- 
ihnlichen Enzym sie fiir die spaitere Einwirkung von Phosphatase 
empfanglicher macht. 


Zusammentassung. 

1. Das fiir unsere Versuche verwandte bestrahlte Ergosterin scheint 
in keinem bemerkenswerten Umfang das Phinomen der sogenannten 
toxischen metastatischen Verkalkung hervorzurufen, die so charak- 
teristisch fiir das friiher gebrauchte, wahrscheinlich iiberbestrahlte 
Ergosterin war. 

2. Die Aktivitat der Phosphatase aus der Niere und dem Diinndarm 
scheint deutlich zuriickzugehen bei Verwendung von iiberbestrahltem 
Ergosterin, aber nur in viel geringerem Mae bei dem neueren Praparat. 

3. Das mit dem neueren Praparat bestrahlte Ergosterin scheint, 
wenn keine metastatische Verkalkung vorhanden ist, auch keine 
deutliche Veranderung in der Aktivitaét der Phosphatase der Knochen 
und anderer Organe hervorzurufen. 

4. Wir glauben, da8 Anderungen im Phosphatasegehalt nur statt- 
finden, wenn Wechsel im Phosphor-Calcium-Gleichgewicht auftreten, 
und daB bei mit bestrahltem Ergosterin behandelten Kaninchen dieser 
Wechsel an den sogenannten toxischen Faktor von Praparaten, die 
iiberbestrahlt sind, gebunden ist. 


Fraulein H. Erb méchten wir fiir ihre experimentelle Hilfe bei Aus- 
fiuhrung dieser Arbeit danken. : 
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Uber Tautomerie und biochemische Wirkung von Arsinsiuren 
der Pyridinreihe. 


Il. Mitteilung zur Biochemie der Pyridinderivate'. 


Von 
A. Binz, C. Raith und Gerda Wilke. 


(Aus dem Chemischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin.) 


(Eingegangen am 2, Mai 1930.) 


In der Reihe der aromatischen Arsenverbindungen ist ein Fall 
beobachtet worden, der auf Tautomerie zuriickgefiihrt wurde. G. Gilta 
berichtet?, daB die p-Oxy-phenyl-arsinsdure, die einerseits aus der 
Arsanilséure, andererseits durch Verschmelzen von Phenol mit Arsen- 
sdure erhalten wurde, sich kristallographisch verschieden verhalt und 
wahrscheinlich zwei tautomeren Formen entspricht, der benzoiden 


und der chinoiden: 
‘ rs) jai 
Ho— ~As—OH, C= ‘= As (OH). 


Gilta schlieBt daraus, daB die p-Oxy-phenyl-arsinsiure, ebenso wie 
ihr Mono-nitroderivat, in den beiden tautomeren Formen auch ver- 
schiedene therapeutische Wirkungen zeigen und auch bei der Weiter- 
verarbeitung, je nach dem Vorwalten des einen oder des anderen 
Tautomeren, verschiedene chemotherapeutische Indizes liefern kénnte*. 


1 Erste Mitteilung s. diese Zeitschr. 208, 218, 1928; 205, 491, 1929. 

2 C.r. 184, 1073, 1927. 

3 Einen ahnlichen Fall der Tautomerie kénnte man vielleicht in den 
beiden Formen des p-Acetamino-phenyl-arsinoxryds (Bertheim, Ber. 44, 
i070, 1911) erblicken, von denen die eine Wasserfrei und schwer wasser- 
léslich (Schmelzpunkt 288°), die andere wasserhaltig und leicht léslich 
(Schmelzpunkt 100 und 271°) ist. Jedoch lassen sich diese beiden Formen 
auch als Oxyd, und die entsprechende arsinige Séiure durch die Formeln 
CH,.CO.NH.O,H, . As:O und CH, . CO . NH.C,H, . As(OH), 


deuten. 
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Eine sichere Deutung laBt die Beobachtung von Gilta nicht zu, 
da hierfiir das experimentelle Material nicht ausreicht. Die Frage, ob 
chemotherapeutische Indizes von Tautomerie abhangen kénnen, ist 
indessen von Wichtigkeit, denn erfahrungsgemaB verhalten sich oftmals 
organische Arsenpraparate auch bei scheinbarer chemischer Gleichheit 
und Reinheit chemotherapeutisch verschieden, ohne daB man einst- 
weilen eine begriindete Erklarung dafiir hat. Auch Gilta begniigt sich 
mit der Hypothese. 


Es ist deshalb von Interesse, daB wir in der Reihe unserer Pyridin- 
arsinsiuren Fille gefunden haben, die Zusammenhinge zwischen 
Tautomerie und biologischer Wirkung erkennen lassen. Die Arse- 
nierung von 2-Pyridon fiihrt je nach dem angewandten Verfahren 
entweder zur 2-Pyridon-5-arsinsdure (1) oder zu einer Substanz, von der 
nachgewiesen werden konnte!, daB sie héchstwahrscheinlich aus der 
tautomeren 2-Oxy-pyridin-5-arsinsdure (Il) gemischt mit etwas der 
Verbindung I besteht. 


Fir die Mononatriumsalze dieser Verbindungen ergab die Priifung 
bei Mausen die in der Tabelle angegebenen Werte. 





ot Dosis eurativa 
Natriumsalze von : — 
Dosis tolerata 


H Na Os As ‘ 


| subkutan ae 
2-Pyridon-5-arsinsaure ag 6,25 
! | 
\Z So | intravenés 1 
NH 17 
HNa Oz As , ‘ 

‘ 5 ie 1 
Tautomerengemisch, vor- | | subkutan z 
wiegend 2-Oxypyridin-5- | Il | : 

arsinsaure Jn : mn 1 
\ intravenos oo. 
N OH | a5 
| Nay Os; As \/ 
2-Methoxy-pyridin-5-arsin- WW siti aie 1 
saure | 5.77 
OCH; 


1 Binz, Rath und Maier- Bode, Ann. 478, 22, 1930. Fiir die 
Verbindung, welche in dieser Zeitschr. 208, 218, 1928 als 2-Oxy- 
pyridin - 5-arsinsiure bezeichnet wurde, halten wir jetzt Formel I fiir 
die richtige. 
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nae Dosis curativa 
Natriumsalze von ; 
Dosis tolerata 


Nag O; As- 


7 i atic : 
N-Methyl-2-pyridon IV | eee 2 
5-arsinsaure . 70 4,65 
N-CH, 
N-Athyl-2-pyridon- subkutan 1 
5-arsinsaéure 3 
N-n-Propyl-2-pyridon- | 1 
5-arsinsaiure subkutan 1,33 
I 
N-n-Butyl-2-pyridon- keine 
5-arsinsaure Heilwirkung 
HNa;As- 
2-Pyridon-N-essigsaure- ry keine 
5-arsinsaure . 60 Heilwirkung 


N-CH,-COONa 


Die Zahlen zeigen, daB sowohl bei subkutaner wie bei intravendéser 
Anwendung der chemotherapeutische Index (Dosis curativa : Dosis 
tolerata) der Enolform (II) erheblich ungiinstiger ist als der Index 
der Ketoform (I). 


Die Methylierung der 2-Pyridon-5-arsinsiure mittels Methyljodid 
oder Dimethylsulfat fiihrt zu der 2-Methoxypyridin-5-arsinsdure (111), 
wahrscheinlich gemischt mit etwas von der tautomeren N-Methyl- 
2 pyridon-5-arsinsdure (IV). Letztere Verbindung wird ohne Beimischung 
der Methoxylverbindung durch Verschmelzen von N-Methyl-2-pyridon 
mit Arsensdure erhalten!. Beide Substanzen unterscheiden sich von den 
nicht methylierten Arsinséiuren im Mauseversuch dadurch, daB die 
Lésungen ihrer Dinatriumsalze bei subkutaner Injektion Schmerzen und 
im Fall der N-Methylverbindung nervése Erscheinungen und Nekrosen 
verursachen. Die chemotherapeutischen Indizes liegen zwischen denen 
der 2-Pyridon-5-arsinséure und der 2-Oxy-pyridin-5-arsinséure. Es 
bestehen auch in diesem Falle Unterschiede in der biologischen Wirkung 
der beiden tautomeren Arsinsiuren, jedoch ist hier, im Gegensatz 
zu den nicht alkylierten Arsinsiuren, der chemotherapeutische 
Index der Ketoform (IV) ungiinstiger als der Index der Enol- 
form (III) (siehe die Zahlen der Tabelle). Die Frage, ob auch in 
anderen Fallen bei der Darstellung organischer Arsenverbindungen 


1 Binz, Rath und Maier- Bode, a. a. O. 





dure 
verd 


mut 
der 

Gru} 
Tau 
cher 
don- 
stoft 
stoft 
so 
wac 
gleic 
mit 

nim 
des 


taut 


2-P 
die | 
N-e. 
Erti 
die 

try] 


som 
folg 
in Vv 


gege 
Sub 
umgs 
halt 


tole 


Der 








iva 
ata 


ng 


ng 


ser 


ex 


lid 
I), 
yl- 
ng 
on 
en 
lie 





Tautomerie und biochemische Wirkung von Arsinsiuren. 179 


durch Tautomerie Schwankungen in den Indizes auftreten kénnen, 
verdient also Beachtung. 


Im Zusammenhang hiermit ist auf die friiher' aufgestellte Ver- 
mutung zuriickzukommen, wonach scheinbar nur solche Verbindungen 
der Pyridinreihe eine chemotherapeutische Wirkung entfalten, die 
Gruppen in Nachbarstellung zum Pyridinstickstoff besitzen, welche 
Tautomerie bewirken kénnen. Diese Annahme wird durch das 
chemotherapeutische Verhalten jener Alkylierungsprodukte der 2-Pyri- 
don-5-arsinsiure bestatigt, die laingere Alkylketten am _ Stick- 
stoff tragen. Ersetzt man den die Tautomerie bewirkenden Wasser- 
stoff am Stickstoff der 2-Pyridon-5-arsinsiure durch Alkylreste, 
so erhalt man Verbindungen, bei denen die Dosis tolerata mit 
wachsender Lange der eingefiihrten Alkylketten abnimmt, wahrend 
gleichzeitig die Dosis curativa ansteigt, deren Indizes sich also 
mit wachsendem Molekulargewicht verschlechtern?. ErfahrungsgemaB 
nimmt aber bei Alkylderivaten des 2-Pyridons mit steigender GréBe 
des eingefiihrten Alkylrestes auch die Neigung zur Bildung der 
tautomeren Formen ab. 


Ein weiteres Beispiel fiir das Verschwinden der Heilwirkung der 
2-Pyridon-5-arsinsiure bei der Uberfiihrung in eine Verbindung, 
die keine Tautomerieerscheinungen mehr aufweist, bietet die 2- Pyridon- 
N-essigstiure-5-arsinsdure (V)%. Diese Verbindung zeigt bei einer 
Ertraglichkeit (5 mg pro Gramm Maus, subkutan als Dinatriumsalz), 
die der Dosis tolerata der 2-Pyridon-5-arsinsiure nahekommt, keine 
trypanozide Wirkung. 


Experimenteller Teil. 


Zur Feststellung der Dosis curativa wurden die Miause mit Trypano- 
somen (Nagana Brucei, Stamm Prowazek) infiziert. Die Injektion er- 
folgte 24 Stunden nach Infektion, als sich im Blutpraparat durchschnittlich 
in vier Gesichtsfeldern ein Trypanosoma zeigte. 

Die injizierten Mengen sind in den Tabellen in dreifacher Weise an- 
gegeben: zunichst entsprechend den tatsachlichen Versuchen in Grammen 
Substanz, gelést in 1 cem Wasser, angewandt auf 20 g Mausgewicht; sodann 
umgerechnet auf Milligramme Substanz und auf Milligramme darin ent- 
haltenes Arsen pro Gramm Maus. 


Die Mause wurden beobachtet: 20 Tage zur Feststellung der Dosis 
tolerata, 32 Tage fiir die der Dosis curativa. 

1 Siehe die erste Mitteilung, a. a. O. 

2 Dissertation J. Hohenstein, Berlin 1929. 


8 Uber Darstellung und Eigenschaften dieser Substanz und einiger 
Derivate soll demnachst an anderer Stelle berichtet werden. 


12* 
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I. Mononatriumsalz der 2-Pyridon-5-arsinsdure (1, dargestellt auf 
dem Diazowege aus 2-Oxy-5-amino-pyridin). 


0,1948 g Substanz: 0,1276 g Mg,As,O,. 


CsH,O,NAsNa. Ber.: As 31,10. 
Gef.: As 31.62. 





g Substanz 


inleem pro mg Substanz mg As Anzahl der Miuse 
20g Maus pro g Maus pro g Maus und Befunde 
injiziert 
Dosis toxica 
subkutan. .. . VW, 7,14 2,258 3 Mause tot nach 1 und 
2 Tagen 
intravends .. . M10 5 1,581 4 Mause nach 1 Tag 


krank, erholen sich, 
2 Mause tot 
Dosis tolerata 


subkutan. .. . Mg 6,25 1,976 2 Mause tot nach 1 Tag, 
13 Mause leben 
intravenéds .. . Wig 4,17 1,319 3 Mause leben 
Dosis curativa 
subkutan. .. . M50 1,0 0,316 6 Mause geheilt 
intravenés Meo 1,0 0,316 3 Miuse geheilt 
Dosis, zu Rezidiv 
fahrend 
subkutan.... Mag 0,714 0,226 3 Mause mit Rezidiv 
nach 10 Tagen 
intravends .. . Nig 0,714 0,226 1 Maus tot nach 6 Tagen 


ohne Verschwinden der 
Trypanosomen. 1 Maus 
| rezidiviert nach 6 Tag. 


Index: 1/6,25 subkutan, 1/4 intravenés. 


Friihere Versuche! mit dem Dinatriumsalz hatten ergeben: Dos. 
tol. 6,0, Dos. cur. 1,2 (subkutan, in Milligramm pro Gramm Maus), 
Index 1: 5. 


II. 2-Oxy-pyridin-5-arsinsdure (II, dargestellt durch Verschmelzen 
von 2-Pyridon mit Arsenséure und wahrscheinlich etwas der tautomeren 
Arsinsavre enthaltend). 


0,1929 g Substanz: 0,1355 g Mg,As,QO,. 


CsH,O,NAs. Ber.: As 34,23. 
Gef.: As 33,91. 


Die Substanz wurde mit der berechneten Menge Natronlauge als 
Mononatriumsalz in Lésung gebracht. 


1 C. Rath, Tierarztl. Rundschau 38, 894, 1927. Vgl. Binz und Rath, 
diese Zeitschr. 208, 218, 1928; 205, 491, 1929. 
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g Substanz 


in leem pro| mg Substanz mg As Anzahl der Miuse 
20g Maus | pro g Maus pro g Maus und Befunde 
injiziert 
Dosis toxica 
subkutan... . whe 4,17 1,414 5 Miuse tot nach 1 und 


2 Tagen, 1 Maus lebt 


intravends .. . Mos, 2,0 0,678 3 Mause tot nach 2 und 
3 Tag., 2 Mause leben 


Dosis tolerata 


subkutan. .. . U5 3,8 1,130 3 Mause leben 
intravends ... Ua 1,66 0,565 5 Mause leben 


Dosis curativa 


subkutan. . . . Ma 1,25 0,424 8 Mause geheilt 
intravends ... Ling 0,714 0,242 2 Mause gebheilt 
Dosis, zu Rezidiv 

fiihrend 

subkutan. . .. Meo 1,0 0,339 1 Maus rezidiviert nach 
6 Tagen, 5 Mause ge- 
heilt 

intravenos .. . 00 0,5 0,170 1 Maus geheilt. 1 Maus 


tot nach 7 Tagen ohne 
Verschw. d. Trypanos. 


Index: 1/2,7 subkutan, 1/2 intravenés. 


Ill. 2-Methoxry-pyridin-5-arsinsdure (Lil, dargcsiellt durch Methy- 
lierung der 2-Pyridon-5-arsinséure mittels Methyljodid und wahr- 
scheinlich etwas der tautomeren Arsinsiure enthalten4). 


0,1999 g Substanz: 0,1334 g Mg,As,0O,. 
C,H,NO,As. Ber.: As 32,17. 


Gef.: As 32,22. 


Die Substanz wurde als Dinatriumsalz gelést. Die Injektionen 
erfolgten subkutan und waren schmerzhaft. 





g Substanz mg Sub- 


ee stanz an  . Anzahl hae Re ma und 
injiziert PTO® Maus 
Dosis toxica . . . a a 1,611 4 Manse tot nach 1 Tag, 
3 leben 
Dosis tolerata. . . Wg 4,17 1,344 10 Mause leben, 1 Maus 
tot nach 1 Tag 
Dosis curativa . . Moro 0,714 0,230 | 2 Mause geheilt 
Dosis, zu Rezidiv | 
fihrend .... 1/500 0,5 0,161 4 Mause geheilt, 2 rezidi- 


viert nach 5 Tagen 


Index: 1/5,77. 
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IV. N-Methyl-2-pyridon-5-arsinsiiure (IV, dargestellt durch Ver- 
schmelzen von N-Methy!-2-pvridon mit Arsensaure). was 
0,2108 g Substanz: 0,1397 g Mg, As,0O,. 
C,H,NO,As. Ber.: As 32,17. 
Gef.: As 31,99. 
Die Substanz wurde als Dinatriumsalz in Lésung gebracht. Die 
Injektionen erfolgten subkutan, waren schmerzhaft und riefen nervése _ 
Erscheinungen und Nekrosen hervor. 





Substanz ‘ 
g Substanz mg Sub- 


in 1 cem pro pCa mg As Anzahl der Mause und 
Scien. pro g Maus pro g Maus Befunde “se 
. : = Dos 
Dosis toxica . . . t. | 437 1,334 2 Mause tot nach 1 Tag 
Dosis tolerata. . . Mas 3,3 1,056 2 Mause leben, 1 Maus 
tot nach 3 Tagen 
Dosis curativa . . wit 0,714 0,228 2 Mause geheilt 
Dosis, zu Rezidiv 
fihrend .... 1/100 0,5 0,160 | 1 Maus rezidiviert nach 


8 Tagen und 1 Maus 
nach 14 Tagen 


Index: 1/4,65. Friihere Versuche! hatten den Index 1/3 ergeben. 


V. N-Alkyl-derivate der 2-Pyridon-5-arsinsdure mit lingeren Seiten 
ketten? (dargestellt durch Alkylierung der 2-Pyridon-5-arsinsaure 
mittels Alkyljodiden). 


Die Injektionen erfolgten subkutan mit den Lésungen der 
Dinatriumsalze und riefen nervése Erscheinungen und Nekrosen 
hervor. 





| N-Athyl-2-pyridon- N-n-Propyl-2- N-n-Butyl-2- 





i] 5-arsinsadure pyridon-5-arsinséure pyridon-5-arsinsiéur 
|| mg Substanz pro mg Substanz pro mg Substanz pro 
i g Maus g Maus g Maus 

Dosis toxica. . ... 4 2,5 1 

Dosis tolerata .... 3 2 0,8 

Dosis curativa 1,5 | 0,8 g Substanz sind 


ohne Heilwirkung 
Dosis, zu Rezidiv fihrend 0,8 1 — 


SU i es oo ee 1/3 11,33 _ 


! Dissertation Hohenstein, Berlin 1929. 

2 Analysen siehe Binz, Rath und Maier- Bode, a. a.O. — In der Tabelle 
sind der Kiirze halber nur die Dosen in Milligramm pro Gramm Maus 
angegeben. 
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VI. Dinatriumsalz der 2-Pyridon-N-essigsdure-5-arsinsdure (V, 
wasserhaltig; itiber die Darstellung wird demnachst berichtet). 
0,2180 g Substanz: 0,0933 g Mg, As,O,. 
C,H,O,NAsNa,. Ber.: As (wasserfrei) 23,35. 
Gef.: As (wasserhaltig) 21,99. 


Die Injektionen erfolgten subkutan. 





rs anz . 
g Substanz mg Sub- 


in L cem pro Par mg As Anzahl der Mause und 
“i Sey prog - pro g Maus Befunde 
ijizie 
Dosis toxica . . . 1, 7,14 1570 2 Mause tot nach 1 Tag 
Dosis tolerata. . . 1/10 5 1,10 2 Mause leben 


Dosis curativa .. Dosis tolerata zeigt keine Heilwirkung 


Index: —. 





Chemische Untersuchungen iiber die Glykogenfarbung nach Best. 


Von 


Katharine Jeffers (Fellon Bryn Mawr College, U.S. A.). 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat in Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Mai 1930.) 


Im Jahre 1906 hat Best! eine neue Methode veréffentlicht, um 
Glykogen in mikroskopischen Schnitten zu farben. Wahrend fiir 
Deckglaspraparate die Jodmethode allein zweckmaBig ist, kann man im 
Schnitt das Glykogen ausgezeichnet mit alkalischer Carminlésung 
farben. Man erhilt Bilder, in denen das Glykogen als intensiv rotgefarbte 
Schollen zu sehen ist. 

Uber den naheren Mechanismus dieser Farbung ist wenig bekannt. 
Da nach Best an Stelle des Carmins auch Himatoxylin angewandt 
werden kann, scheint es sich bei dem Farbevorgang nicht um eine ein- 
fache Salzbildung, wie etwa bei der Kernfairbung mit basischen Farb- 
stoffen, zu handeln, sondern Best sucht eine Erklarung mehr nach der 
physikalisch-chemischen Richtung. Er meint, es kime im wesentlichen 
darauf an, die Carminlésung nahe an die Fallungsgrenze, und zwar 
vielleicht von kolloidalen Carminteilchen einer ganz bestimmten GriBe 
zu bringen; denn zu einer guten Farbung sei es erforderlich, daB man die 
Carminlésung erst ,,reifen‘‘ lasse. Nach dieser Ansicht wiiBte man also 
eigentlich nicht, ob das, was man im mikroskopischen Bilde zu sehen 
bekommt, eine Verbindung irgendwelcher Art des Glykogens mit 
Carmin oder nur ,,ausgeflocktes“ Carmin ist. 

Uber die Art dieses Farbungsvorganges habe ich nun versucht, 
durch chemische Untersuchungen etwas priazisere Vorstellungen zu 
gewinnen. 

Es wurden folgende Ausgangsmaterialien benutzt: 

1. Ein Natriumsalz der Carminsaure: Eine konzentrierte wisserige 
Lésung eines Karminsaurepriparates (Kahlbaums Carminnacarat) 
wurde mit Natronlauge versetzt, zur Trockne verdunstet und dann 
geringe Mengen etwa iiberschiissiger Natronlauge oder Carminsaure 


! Zeitschr. f. wissensch. Mikroskopie 23, 319, 1906; siehe auch Verh. 
d. Deutsch. Pathol. Ges. 4, 108,; Beitr. z. pathol. Anat. u. allg. Pathol. 
38, 585. 
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durch griindliches Waschen mit Alkohol entfernt. Das Natriumsalz der 
Carminsaure ist nur sehr wenig in Alkohol léslich, dagegen lést es sich 
sehr leicht in Wasser mit tiefroter Farbe. 

2. Starke. Anfangs wurde ein Priparat von léslicher Starke 
(Kahlbaum) benutzt, spiter wurde das Priparat durch Umfillen mit 
Alkohol gereinigt und dann benutzt. 

3. Glykogen. Das Glykogen wurde nach Briicke aus Kaninchenleber 
hergestellt. Das Praparat war ein schneeweifbes, staubendes, feines 
Pulver und gab bei der Analyse folgende Werte: 


Stickstoff (nach Kjeldahl): 0,19 °,, (= 1,3 °,, EiweiB), Wasser: 8,11 °,, 
Asche: 0,405 %. 


Um nicht sofort das kostbare Glykogen fiir die zur vorlaufigen 
Orientierung erforderlichen Versuche zu benutzen, wurde zunachst das 
Verhalten von pflanzlicher Starke zu Carminlésungen nach Best 
untersucht. Da Praiparate von gewohnlicher Kartoffel- und Weizenstarke 
mit der Carminlésung nur sehr schwach reagierten, haben wir fiir diese 
ersten Versuche lésliche Starke benutzt. 

Der urspriingliche Plan bestand nun darin, Lésungen von bekanntem 
Gehalt an Starke mit Lésungen von bekanntem Farbstoffgehalt zu- 
sammenzubringen, dann die entstandene Farbstoffverbindung der 
Starke abzutrennen und in der Restlésung die noch vorhandene Carmin- 
siuremenge kolorimetrisch zu bestimmen. Wir erwarteten, daB wir aus 
der Differenz zwischen dem Anfangs- und Endgehalt an Carminsaure 
diejenige Menge wiirden bestimmen kénnen, die sich mit der Starke zu 
einer in Alkohol unléslichen Verbindung vereinigt hatte. Aber der 
praktischen Ausfiihrung dieses Gedankens sstellten sich manche 
Hindernisse entgegen. 

Es war verhaltnismaBig leicht, den Punkt zu bestimmen, an dem in 
der Versuchslésung auf Zusatz von Alkohol kein carminsaures Natrium 
ausfiel, dagegen eine rotgefarbte schwerlésliche Verbindung. Es wurden 
z. B. Lésungen hergestellt, die —- genau gewogen — annahernd 0,5", 
carminsaures Natrium enthielten, und weitere Lésungen, die, ebenfalls 
genau gewogen, etwa 8,0 bis 10,0°%, lésliche Starke enthielten. Es 
wurden nun gemessene Volumina der beiden Lésungen in ein Zentrifugen- 
glas pipettiert, griindlich gemischt und bei Zimmertemperatur |. bis 
2 Stunden stehengelassen. Dann wurde zu der Mischung Alkohol bis zu 
einem Gehalt von 55°, hinzugefiigt. Bei einer solchen Alkoholkonzen- 
tration fiel noch kein carminsaures Natrium aus. Nun wurde zentri- 
fugiert, dann die klare rote Lésung vom Niederschlag sorgfiltig ab- 
gegossen, in einer MeBflasche auf ein passendes Volumen aufgefiillt und 
im Kolorimeter mit einer Lésung von bekanntem Farbstoffgehalt 
verglichen. Diese Methode lieferte aber keine ganz befriedigenden 
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Resultate, denn 1. wurde nicht simtliche Starke durch den Alkohol 
zusatz ausgefallt, 2. verhinderte die Léslichkeit der Starke in Wasser ei: 
griindliches Auswaschen des Farbniederschlages in der Zentrifuge, 
so daB nicht alle Farbstoffreste quantitativ aus dem Niederschlag: 
entfernt werden konnten, und 3. veranderte die Gegenwart von Starke 
in den Versuchslésungen etwas den Farbton, so daB ein Vergleich mit de: 
reinen Farbstofflésung schwer war. 

Trotz all dieser Bedenken haben wir eine Reihe von Bestimmungen 
durchgefiihrt, um tberhaupt einmal einen ersten Einblick in die Re 
aktionsverhaltnisse zu bekommen. Wir haben zwei Reihen von Ver- 
suchen angesetzt, die eine mit gleichen Farbstoffmengen und steigenden 
Mengen von Starke, die zweite mit gleichen Starkemengen und steigenden 
Mengen von Farbstoff. Von einer kurvenmaBigen Wiedergabe unserer 
Resultate, die in Tabelle I und II kurz zusammengestellt sind, sehen wir 


Tabelle I. 
(Es handelt sich bei den Resultaten um Durchschnittszahlen aus mehreren 
gut iibereinstimmenden Versuchen. ) 





~~ den Versuch a An Starke gebundene Verhiltnis : 
oe aes i i ata Farbstoffmenge Gebundener Farbstoff 
Stirke 
mg mg mg 
80 5,32 3,63 0,0454 
80 5,32 3,01 0,0376 
100 5,32 1,17 0,0117 
100 5,32 2,25 0,0225 
120 5,32 3,38 6,0281 
160 5,32 3,69 0,0230 
160 5,32 3,44 0,0215 
190 5,32 3,70 0,0194 
200 5,32 3,40 0,0170 
200 5,32 3,11 0,0155 
240 5,32 3,60 0,0150 
300 5,32 2,21 0,0103 
300 5,32 3,45 0,0115 
40 10,64 7,04 0,1760 
80 10,64 7,70 0,0962 
120 10,64 7,69 0,0640 
160 10,64 8,29 0,0518 
190 10,64 8,59 0,0452 
240 10,64 9,05 0,0377 
280 10,64 9,21 0,0329 
320 10,64 9,58 0,0299 
80 15,09 1,29 0,0161 
128 15,09 2,25 0,0175 
160 15,09 2,62 0.0163 
192 15,09 1,78 0,0993 
240 15,09 2,48 0,0103 
304 15,99 4,43 0,0146 


320 15,09 4,76 0,0148 
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Tabelle 11. 


(Die Zahlen sind Durchschnittszahlen aus mehreren gut iibereinstimmenden 
Versuchen. ) 





mg mg mg Starke 
160 5,03 1,31 0,0082 
160 10,06 4,34 0,027 
160 10,06 3,05 0,019 
160 12,57 4,28 0,026 
160 15.09 3.30 0,921 
160 15,09 4,29 0,026 
160 17,60 5,46 0,034 
160 20,12 5.11 0,032 
160 20,12 6,57 0.941 
160 22.63 6,08 0,038 
160 25,15 7,26 0,045 
240 5,03 0,80 0,0032 
240 10,06 4,16 0,0169 
240 12,61 4,31 0,018 
240 15,09 3.66 0,015 
240 15,15 3.96 0,016 
240 20,12 4,40 0,018 
240 29,20 10,26 0,042 
240 22.71 6,77 0,028 


hier ab angesichts der eben erwahnten Unsicherheiten der Methodik an 
und fiir sich. Der SchluB, den man schon jetzt aus unseren Resultaten 
ziehen kann, scheint uns der zu sein, daB verhaltnismabig sehr wenig 
Farbstoff in die Verbindung eingeht — ein Blick in die letzte Spalte 
unserer Tabellen zeigt dies mit aller Deutlichkeit. Damit wiirde in der 
Tat diese Reaktion in das Gebiet der Adsorption fallen. 

Ehe man aber zu einer solchen Ansicht sich endgiiltig entschlieBt, 
schien es uns notwendig zu sein, noch auf andere Weise das Verhaltnis 
des Farbstoffs zur Starke in der Farbverbindung zu bestimmen. Wir 
haben also versucht, vergleichende Analysen zwischen ungefarbter und 
gefarbter Starke auszufiihren, indem wir die Substanzen durch Hydrolyse 
invertierten und den entstandenen Zucker bestimmten. Die Resultate 
dieser Bestimmungen haben wir in die Tabelle III] aufgenommen. 


Nach dem Muster der Starkeversuche haben wir anfangs auch 
kolorimetrische Bestimmungen des Farbstoffgehalts von Carmin 
lésungen vor und nach dem Farben des Glykogens angesetzt. Aber die 
hier erhaltenen Resultate waren noch unbefriedigender als bei der 
léslichen Starke. Die in der Lésung zuriickbleibenden Spuren von 
Glykogen nach der Farbung veranderten den Farbton der Lésungen 
derart, da8 iiberhaupt kein sicherer Vergleich mit der Standardlosung 
méglich war. 
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Wir haben dann versucht, durch polarimetrische Bestimmungen den 
Gehalt an Glykogen vor und nach dem Farben in den Praparaten 
festzustellen, allein die Lésungen von Glykogen sind derart opak, 
daB man nur sehr verdiinnte Lésungen im Polarimeter untersuchen kann. 
Dann wird aber der Ablesefehler so groB, daB man keine genauen 
Resultate mehr erhalt. 


So blieb auch hier nur wieder die Zuckerbestimmung nach der 
Inversion tibrig, deren Analysen weiter unten zusammengestellt sind. 
Fiir die Zuckerbestimmung im Glykogen wurden Mengen von etwa 0,5 g 
(genau gewogen) im Kolben mit 90 cem Wasser und 5 ccm konzentrierter 
Salzsiure versetzt und am RiickfluBkihler fiinf Stunden im siedenden 
Wasserbade gelassen. Dann wurde die erkaltete Lésung mit Natronlauge 
neutralisiert und im MeBkolben auf 500 ccm aufgefiillt. Der Zucker 
wurde dann nach Fehling gravimetrisch bestimmt. 


In gleicher Weise wurde ein gefairbtes Glykogenpriparat untersucht, 
das auf folgende Weise erhalten war: 2,5 g Glykogen wurden in 150 ccm 
Wasser gelést und dazu eine Lésung von ungefahr 0,3 g Farbstoff in 
50 cem Wasser gefiigt. Nach griindlichem Mischen lieB man die Lésung 
eine halbe Stunde lang stehen. Dann wurde das gefirbte Glykogen 
durch Zugabe von 400cem Alkohol ausgefillt und zentyifugiert; 
der Niederschlag wurde in der Zentrifuge mit Alkohol gewaschen, 
dann mit absolutem Alkohol getrocknet. Im Vakuumexsikkator wurde 
die noch etwa anhaftende Feuchtigkeit entfernt und die letzten Reste 
derselben durch Trocknen im Trockenschrank bei 100° wahrend einer 
Stunde. Dann wurde in dem Praparat nach der Inversion der Zucker 
bestimmt. Daneben wurde auch der Aschengehalt sowohl der ur- 
spriinglichen Praparate (Starke, Glykogen, carminsaures Natrium) 
wie der gefirbten Praparate bestimmt. Die Zusammenstellung der 
erhaltenen Analysenzahlen ergibt folgendes Resultat: 





Tabelle III. 


Stirke | Glykogen 








ungefarbt gefirbt ungefirbt gefirbt 
lo Fo Fo %Fo 
ere 8,87 ~ Weer .... 7,29 _ 
ee } 0,28 106° 5 oe ks 0,59 1,51 
Farbstoff (aus der || Farbstoff (ausder 
Asche ber.) . . 1.89 || Asche ber.). . 1,41 


Starke (aus Zucker) 92,60 98,73 || Glykogen (aus | 
| Zucker) . . .|| 93,00 98,14 


Der Farbstoff (carminsaures Natrium) hatte einen Aschegehalt 
von 65%. 
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Nach diesen Resultaten wiirde der Farbstoffgehalt des Glykogen- 
carmins etwa ebenso groB sein, wie er im Durchschnitt nach der kolori- 
metrischen Methode gefunden ist. Beide Methoden arbeiten wohl nicht 
ganz einwandfrei; die Fehler der kolorimetrischen Methode sind schon 
oben besprochen worden, der Hauptfehler bei der Bestimmung des 
Farbstoffes aus dem Aschegehalt des Glykogencarmins liegt wohl in dem 
sehr hohen Aschegehalt des carminsauren Natriums. Dieses Praparat 
ist wohl weit davon entfernt, ein ,,analysenreiner’’ K6orper zu _ sein. 
Wir haben trotzdem in diesen unseren ersten Versuchen das Carmin so 
benutzt, wie es der Handel liefert. Denn auch der Mikroskopiker 
gebraucht das gleiche Praparat und nicht etwa besonders chemisch 
gereinigte Substanzen. 

Wie groB aber auch die Fehler sein mégen, die unserer Untersuchung 
noch anhaften, das eine scheint doch aus den Analysen hervorzugehen, 
daB bei der Bildung des gefarbten Glykogens es sich nicht um molekulare 
Umsetzungen handelt, sondern da8 hier Adsorptionserscheinungen eine 
Rolle spielen. 

Zum Schlu8B méchte ich noch auf einen Einwand eingehen, der der 
vorliegenden Untersuchung vielleicht gemacht werden kénnte: es ist in 
keinem Falle nach der genauen Vorschrift von Best das Glykogen 
gefarbt worden. Weder ist auf das ,,Alter‘‘ der Carminlésung Riicksicht 
genommen, noch ist in alkalischer Lésung gefarbt worden. All das schien 
uns zunachst nur die Resultate der Untersuchung zu stéren. Nachdem 
jetzt wenigstens die Grundlagen der Reaktion in groBen Umrissen 
bekannt sind, wird es eine weitere Aufgabe sein, den EinfluB der Re- 
aktion, des ,,Alters‘‘ der Farbstofflésung, des Zusatzes von Neutralsalzen 
und anderes mehr auf den Farbevorgang zu untersuchen. 








Mobilisierung des Muskelglykogens durch Adrenalin und die 
Resynthese der Muskelmilchsiure in der Leber. 


Von 
E. Geiger. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat in Pécs.) 


(Eingegangen am 6. Mai 1930.) 


In friiheren mit EF. Schmidt veréffentlichten Mitteilungen (1) 
haben wir tiber Versuche berichtet, in denen wir die Wirkung des 
Adrenalins auf das Muskelglykogen phlorrhizindiabetischer Hunde 
untersuchten. Wir sind auf Grund der dort mitgeteilten Versuche zur 
SchluBfolgerung gelangt, daB das Muskelglykogen auf den Adrenalin- 
reiz hin abgebaut und in Form von Milchsaure an das Blut abgegeben 
wird. Obwohl nun diese Feststellung mit der Annahme von Cori und 
Cori (2) bestens iibereinstimmt, finden sich doch wieder Arbeiten 
anderer Forscher, deren Ergebnisse unserer SchluBfolgerung wider- 
sprechen. Die letzterwihnten Arbeiten sind zum Teil solche, die eine 
Mobilisierung des Muskelglykogens durch Adrenalin iiberhaupt leugnen, 
zum Teil wieder solche, die zwar einen beschleunigten Abbau des 
Muskelglykogens durch Adrenalin zugeben, nach denen aber das 
Muskelglykogen auf Adrenalin hin nicht zu Milchséure, sondern — 
ahnlich dem Leberglykogen — zu Hexose abgebaut werden soll. Mit 
Riicksicht auf diese unseren Feststellungen widersprechenden Arbeiten 
sahen wir uns veranlaBt, die Frage nach der Mobilisierung des Muskel- 
glykogens durch Adrenalin eingehender zu priifen; iiber das Ergebnis 
dieser Untersuchungen soll folgend berichtet werden. 


I. 

Eine Mobilisierung des Muskelglykogens durch Adrenalin wurde, 
wie dies eine Zusammenstellung P. Trendelenburg (3) zeigt, bereits 
von verschiedenen Autoren beobachtet und auch wir konnten, wie 
gesagt, feststellen, da die Muskelglykogenreserven phlorrhizindia- 
betischer Tiere durch Adrenalin zumVerschwinden gebracht werden. 
Versuche von Eadie (4) lassen jedoch eine solche Wirkung des Adrenalins 
vermissen und auch Choi, (5) findet bei Durchstrémung der Katzen- 
extremitat — sofern es zu keinen fibrilliren Zuckungen kommt — 





ea 


iach 
spre 
des | 
\ut 
gem: 
um ¢ 
még 
freili 
erwa 
mat 
folge 


P fli 
die 7 


Jens 


Gast 
sofor 
habe 
entn 
die } 
waht 
Mus] 


und 

Gly] 
Kon 
Gast 
Vers 
(Enc 
Mari 
spat 
koge 
Win 
so ke 
im | 


rechi 
Rie! 
Gly 
daB | 
nahi 
also 
daB 
glyke 











Geiger: Mobilisierung des Muskelglykogens durch Adrenalin usw. 191 


iach Adrenalin keinen Glykogenschwund. Versuche von Aggazotti (6) 
sprechen ebenfalls gegen eine durch Adrenalin bewirkte Mobilisierung 
des Muskelglykogens. Da fiir die negativen Befunde der oben angefiihrten 
\utoren anscheinend keine versuchstechnischen Faktoren verantwortlich 
gemacht werden kénnen, haben wir weitere Versuche ausgefiihrt, 
um die Frage nach der Wirkung des Adrenalins auf das Muskelglykogen 
méglichst einwandfrei zu entscheiden. Eine befriedigende Antwort war 
freilich nur von einer méglichst groBben Zahl von Versuchen zu 
erwarten, und da wir bei der Auswahl des Versuchsmaterials auch 
materielle Gesichtspunkte beriicksichtigen muBten, haben wir die 
folgenden Versuche an groBen Wintereskulenten ausgefiihrt. 

Die Glykogenbestimmungen wurden nach der von Kahn modifizierten (7) 
Pfliigerschen Methode ausgefiihrt, nach Hydrolyse des Glykogens erfolgten 
die Zuckerbestimmungen nach der von Jssekutz (8) modifizierten Hagedorn- 
Jensenschen Methode. 

Vorerst haben wir Kontrollversuche ausgefiihrt, in denen der rechte 
Gastrocnemius der Frésche entfernt, gewogen und zur Glykogenbestimmung 
sofort in die kochende Kalilauge gebracht wurde, nach 3 bis 4 Stunden 
haben wir dann den anderen Gastrocnemius zur Glykogenbestimmung 
entnommmen. Von der Entfernung des Muskels bis zum Einbringen in 
die kochende Lauge sind héchstens 40 bis 50 Sekunden vergangen, so da® 
wihrend dieser Zeit eine Abnahme im Glykogengehalt des unbeschadigten 
Muskels nicht zu befiirchten war (vgl. Macleod (9)). 

Die in der Zeit von Ende November bis Anfang Februar ausgefiihrten 
und in Tabelle I zusammengestellten Versuche (1 bis 11) zeigen, daB der 
Glykogengehalt beider Muskeln fast vollkommen gleich ist. Diese 
Konstanz und Gleichheit im Glykogengehalt der beiderseitigen 
Gastrocnemien eine unerlaBliche Voraussetzung fiir unsere weiteren 
Versuche — konnte nur in der oben angegebenen Versuchszeit 
(Ende November bis Anfang Februar) beobachtet werden. In den im 
Marz ausgefiihrten Versuchen (Tabelle I, 12 bis 19) enthielt der linke, 
spiter entnommene Gastrocnemius bereits 5 bis 17°., weniger Gly- 
kogen als der rechte. Die Ursache dieser Konstanz diirfte eine fiir die 
Wintermonate charakteristische Stabilitat des Muskelglykogens sein, 
so konnte z. B. auch Wertheimer (10) feststellen, daB das Muskelglykogen 
im Winter nur besonders schwer mobilisiert werden kann. 

In weiteren Versuchen erhielten die Frésche, nach Entnahme des 
rechten Gastrocnemius, 0,1 cem einer 1 °,,igen Adrenalinlésung in den 
Riickenlymphsack injiziert; nach 3 bis 4 Stunden wurde dann der 
Glykogengehalt des linken Wadenmuskels bestimmt. Tabelle II zeigt, 
daB das Adrenalin fast in allen Fallen zu einer ganz auffallenden Ab- 
nahme des Muskelglykogens gefiihrt hat. Diese Versuche bestatigen 
also unseren an phlorrhizindiabetischen Hunden erhobenen Befund, 
daB namlich das Adrenalin zu einem yeschleunigten Abbau des Muskel- 
glykogens fiihrt. 
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Tabelle I. 




















Glykogengehalt der Gastrocnemien normaler Frésche. Zeit zwische: Mog 
Entnahme des rechten und linken Muskels: 3 bis 4 Stunden. sone 
; Glykogengehalt — unbe 
Datum Versuch in %ig Gee Bachslgowishte Differenz eine 
Nr. rechter Muskel linker Muskel %, mul 
und 
28. XI. 1929 1 0,903 0,904 iB: 
28, XI. 2 0,687 0,687 pee 
29. XI. 3 0,781 0,785 Ver 
5. XIL. 4 0,777 0,742 — 5 dies 
5. XII. 5 0,539 0,538 = 
5. XIL. ‘ 0,434 0,481 en 
19. XII. 7 0,660 0,675 + 2 entle 
19. XII. 8 0,970 1,040 + 7 Mitt 
19. XII. 9 0,592 0,569 — 4 ; 
10. I. 1930 10 0,602 0,576 ='% hab 
4. IL. 11 0,637 0,627 erfo 
9. II. 12 0,978 0,876 — 10 Ver 
16. II. 13 1,150 0,946 —17 entf 
5. TIL. 14 | 0,889 0,813 — 8 gleic 
b Hil. 15 1,041 0,985 — 5 ae 
11. II. 16 1,074 0,996 — 7 ae 
it. 2 17 0,721 0,613 — 15 (Tal 
11. TIL. 18 0,779 0,660 —15 
11. III. 19 1,175 1,072 — 9 
Tabelle II. 
Abnahme des Glykogengehalts der Gastrocnemien durch Adrenalin. 
sca ag me 2 : 
Datum Versuch ae oe re Abnahme 
Nr. rechter Muskel linker Muskel %, 
23. XI. 1929 1 0,792 0,729 8 1 
ao.. ae 2 0,654 0,576 12 1 
23. XI. 8 0,851 0,733 14 1 
23. XI 4 1,100 1,050 44 1 
7. XI 5 0,937 | 0,659 25 1 
7. XII. 6 0,258 0,155 39 1 
7. XII- 7 1,225 1,040 16 
7. XI. 8 0,115 0,100 13 1 
11. XII. 9 0,534 0,375 29 1 
11. XII. 10 1,135 0,822 27 1 
11. XII. 11 1,154 0,690 40 1 
17. XII. 12 0,616 0,505 18 1 
17. XII. 13 0,720 0,613 15 1 
17. XII. 14 0,672 0,500 i 25 1 
12. I. 1930 15 1,107 1,000 | 10 1 
a: % 16 0,600 | 0,482 I 28 1 
ae 17 0,991 0,892 10 
em £ 18 0,922 0,761 14 
mi 19 0,818 0,684 16 
14. LI 20 0,991 0,845 14 Ad 
14. I 21 0,598 0,496 17 Abl 
14. «I 22 1,208 0,895 33 ; 











hen 
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Die Versuche, iiber die eben berichtet wurde, schlieBen aber die 
Méglichkeit nicht aus, daB das Adrenalin nicht direkt im Muskel angreift, 
sondern durch Mobilisierung des Leberglykogens auf einem bisher 
unbekanntem Wege — durch Mitwirkung der Leber — erst sekundir 
eine Abnahme des Muskelglykogens bewirkt. Mit dieser Méglichkeit 
muBte in Anbetracht der bekannten Versuche von Mann und Magath (11) 
und Soskin (12), die eine Adrenalinwirkung an leberlosen Tieren ver- 
miBten, gerechnet werden. Diese Frage lieBe sich vielleicht auch durch 
Verwendung von Froschschenkelpraparaten entscheiden, da aber bei 
dieser Versuchsanordnung ein fortschreidendes Odem die Glykogen- 
bestimmung kompliziert, haben wir an Stelle von Schenkelpraparaten 
entleberte Frische verwendet. Beziiglich der Leberexsirpation sei auf die 
Mitteilung von Embden und Ferguson (13) hingewiesen. Die Versuche 
haben wir in derselben Weise wie an normalen Tieren 4 bis 5 Tage nach 
erfolgter Leberentfernung, ausgefiihrt. Der Glykogengehalt des zu 
Versuchsbeginn entnommenen rechten und des nach vier Stunden 
entfernten linken Gastrocnemius wurde auch in diesen Versuchen als 
gleich befunden (Tabelle III, Versuch 1 bis 6). Adrenalininjektion 
bewirkte aber auch bei diesen Tieren eine Abnahme des Muskelglykogens 
(Tabelle III, Versuch 7 bis 15.) 


Tabelle Ill. 


Versuche an entleberten Fréschen. 








; Glykogengehalt — 
Datum Versuch an Sie Sas ReenNewnne Abnahme Anmerkung 
Nr. rechter Muskel linker Muskel > 
11. XII. 1 0,721 0,719 
11. XII. 2 1,103 1,070 
11. XII. 3 0,826 0,824 
17. XII. 4 0,972 0,832 8 
17. XII. 5 1,110 1,042 5 
fr. ae. 6 0,644 0,596 7 
11. XU. 7 0,730 0,620 15 Adrenalin 
11. XII. 8 0,720 0,582 19 ‘ 
11. XII. y 0,721 0,514 28 ‘ 
11. XI. 10 0,534 0,375 29 ‘ 
11. XII. 11 1,135 0,822 27 . 
18. XII. 12 1,041 0,888 14 ‘ 
18. XII. 13 1,154 0,690 40 ‘ 
18. XII. 14 1,457 1,259 13 g 
18. XII. 15 0,616 0,505 18 


Wir glauben also aus diesen Versuchen schlieBen zu dirfen, daB das 
Adrenalin ohne Mitwirkung der Leber im Muskel selbst zu einem 
Abbau des Glykogens fiihrt. 
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Der gegen eine solche Annahme gefiihrte und in der FuBnote zitiert: 
Einwand Cannons diirfte kaum stichhaltig sein!, eine Glykogenolyse durc! 
Adrenalin in der Leber gibt doch auch Cannon zu, und dieses sicher wert 
volle Reservematerial des Organismus wird manchmal durch Adrenali), 
sogar in den Harn iiberfiihrt. 


Ob freilich die von uns beobachtete pharmakologische Wirkung des 
Adrenalins auf das Muskelglykogen auch eine physiologische Bedeutung 
hat, konnten wir durch diese Versuche nicht entscheiden. Es sei uns abe 
gestattet auf die Méglichkeit hinzuweisen, da®B der (14) der Muskelermiidung 
entgegenwirkende EinfluB des Adrenalins durch Mobilmachung des Muske! 
glykogens also durch leichtere Angreifbarkeit der Betriebssubstanz de: 
Muskelmaschine zustande kommt. 

Ein weiteres wichtiges Ergebnis unserer an leberlosen Fréschen aus- 
gefiihrten Glykogenbestimmungen diirfte der auch aus den Versuchen von 
Embden und Ferguson (a. a. O.) hervorgehende Befund sein, daB der Muske! 
glykogengehalt leberloser Tiere in der GréBenordnung dem der normalen 
Tiere entspricht. (Mittelwert bei normalen Fréschen in Tabelle I und I] 
0,836°,,, bei entleberten Fréschen (Tabelle III) 0,898°,.) Da die Frésche 
wihrend den der Leberextirpation folgenden 4 Tagen sicherlich Arbeit 
geleistet und auch im iibrigen Stoffwechsel Brennmaterial aufgebraucht 
haben, glauben wir dieses Ergebnis nur so erklaren zu kénnen, daB entweder 
entgegen der vorherrschenden Meinung (Geelmuyden (15), Macleod (16)) 
auBer Kohlenhydrat auch anderes Material als Brennstoff verwendet 
werden kann (Lusk (17)), oder aber, daB auBer der Leber auch der Muskel 
zur Zuckerneubildung befihigt ist. 


In den friiher angefiihrten Arbeiten (3), die ebenfalls eine durch 
Adrenalin hervorgerufene Mobilisierung des Muskelglykogens annehmen. 
wird zur Frage, welche Produkte beim Abbau des Muskelglykogens ent 
stehen, nicht Stellung genommen. BloB Grunke und Kairies (18), sowie 
Oka (19) und Ohara (19) glaubten auf Grund ihrer Versuche annehmen zu 
miissen, da das Muskelglykogen, ahnlich dem der Leber, auf Adrenalin 
hin zu Hexose abgebaut wird. Grunke und Kairies sahen namlich bei Durch 
strémung des Froschschenkelpriparats den Zuckergehalt der Durch 
strémungstliissigkeit — im Mittel 0,052 mg — in der Adrenalinperiode aui 
0,068 mg anwachsen. Oka und Ohara fiihrten ihre Versuche an leberlosen 
Tieren aus, und schlieBen aus der Tatsache, daB es auch bei diesen zu eine! 
Adrenalinhyperglykimie kommt, daB die Quelle der Hyperglykiamie in 
diesem Falle das Muskelglykogen ist. 

Der Annahme obiger Autoren widersprechen aber vor allem die seh: 
sorgfaltig ausgefiihrten Versuche von Mann, Magath und Bollmann (11). 
sowie von Soskin (12), in denen es nach Leberexstirpation niemals zu eine! 
Adrenalinhyperglykiimie kam und dann jene von Gottschalk und Pohle (20). 
in denen die Adrenalinhyperglykamie durch Leberausschaltung gehemmt 
wurde. 


' ,,But the glycogen in muscle is there for use; to ,mobilize‘ it without 
use is like withdrawing forces from the firing line and settling them in 
barracks !** W. B. Cannon, Physiol. Review 9, 411, 1929. 
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Als wir den Mechanismus der nach Adrenalinzufuhr beobachteten 
Zuckerausscheidung phlorrhizindiabetischer Hunde untersuchten, sind 
wir — bei Beriicksichtigung der eben angefiihrten Arbeiten ——- zur An- 
nahme gelangt, daB das durch Adrenalin mobilisierte Muskelglykogen in 
Form von Milchsiure an das Blut abgegeben wird. Ausgegangen sind 
wir hierbei von den Untersuchungen Simpson und Macleods (21), 
nach denen das Muskelglykogen bei der Autolyse — im Gegensatz zu dem 
der Leber — nicht zu Glucose sondern zu Milchsaéure abgebaut wird. 
Eine weitere Stiitze erhielt diese Annahme durch die Versuche von 
Elias-Sammartino (22), Collazo- Morelli (23), Tolstoi c. s. (24) und Cori (25), 
die eine Zunahme der Blutmilchsiure nach Adrenalin beobachteten. 
Die an phlorrhizindiabetischen Hunden von uns (1) ausgefiihrten 
Versuche rechtfertigten einigermaBen unsere Annahme; es zeigte sich 
namlich, daB Adrenalin zu einer bedeutenden Zunahme der Blutmilch- 
siure fiihrt, wahrend nach Entfernung der Muskelglykogendepots 
diese Steigerung der Milchsiurewerte ausbleibt. 

Da aber aus diesen an ganzen Tieren ausgefiihrten Untersuchungen 
infolge der wenig bekannten intermediadren Stoffwechselvorgange 
bindende Schliisse beziiglich der Herkunft der Milchsaéure kaum gezogen 
werden kénnen, haben wir dieses Resultat durch Versuche an isolierten 
Organen weiter zu stiitzen getrachtet. Zu diesem Zwecke haben wir 
Versuche an Schenkelpraparaten von Hunden und Fréschen unter- 

nommen. 

Die ersten Versuche haben wir so ausgefiihrt, da®B wir eine Hinter- 
extremitat des Hundes in den Kreislauf eines Starlingschen Herz-Lungen- 
praparats (HLP.) einschalteten. Hierbei sind wir so vorgegangen, daf 
wir von der zwischen Aorta und Shunt (arterieller Widerstand) des HLP. 
bestehenden Schlauchverbindung ein Seitenrohr abzweigen lieBen und 
dieses mit einer Kaniile verbanden. Nachdem wir uns von der tadellosen 
Funktion des HLP.! iiberzeugten, wurde die Arteria und Vena femoralis 
eines zweiten durch Chloralose (0,07 g pro Kilogramm) narkotisierten. Hundes 
freigelegt und der Nervus ischiadicus durchtrennt; unter diese GefiBe 
wurde ein starkes Seil gefiihrt; mit Hilfe dieses um die Schenkelmuskeln 
gelegten Seiles konnte dann der Schenkel, um Blutverluste zu vermeiden, im 
Moment der kiinstlichen Durchstr6mung unterbunden werden. Es wurde 
nun die Kaniile, die durch das Seitenrohr mit dem arteriellen Teil des HLP. 
in Verbindung stand, in die Femoralarterie eingefiihrt; die mit einem 
Thermometer versehene Arterienkaniile enthielt etwas Heparin, um eine 
Gerinnung des Blutes im Schenkel hintanzuhalten. In die Femoralvene 
wurde ebenfalls eine mit Gummischlauch versehene Kaniile eingebunden; 
der Schlauchansatz der Venenkaniile wurde in eine Dewarflasche gefiihrt, 
um ein Abkiihlen des vom Schenkel abflieBenden venésen Blutes zu ver- 
meiden. Auf ein gegebenes Zeichen wurde nun der Schenkel mit Hilfe des 
Seiles unterbunden und zur selben Zeit wurde durch Offnen einer Klemme 

1 Bei der Ausfiihrung dieser Versuche war uns Frl. A. Hecht, Assistentin 
am Institut, in dankenswerter Weise behilflich. 
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die kiinstliche Durchstr6mung in Gang gesetzt. Das vom Schenkel isolierte 
Tier wird nun durch die Carotis entblutet. Das Einfiihren der Kaniilen 
erfolgte so rasch, daB die Blutversorgung des Schenkels héchstens 1 bis 
1, Minuten stockte. Durch Anderung des venésen Zuflusses und des Wider 
stands im Shunt des HLP. konnte die Durchstr6émung des Schenkels be 
liebig reguliert werden. Das vom Schenkel in die Dewartlasche abgeflossen« 
venése Blut wurde stets in das venése ZufluBgefaB des HLP. nachgefiillt 
Auf eine gleichmaBige Temperatur und gute O,-Versorgung des Blutes 
haben wir besonders geachtet. Wir verwendeten zur Durchstr6émung etwa 
2 Liter defibriniertes Hundeblut. 

Nachdem der Schenkel 10 bis 15 Minuten lang durchstrémt wurde. 
haben wir die pro Minute durchflossene Blutmenge bestimmt und aus 
dem arteriellen Zuleitungsrohr, knapp vor dem Schenkel, sowie aus den 
vom Schenkel abflie8enden venésen Blute moéglichst gleichzeitig 
Proben zur Zucker- und Milchsaiurebestimmung entnommen. Diese Blut 
proben wurden, um eine weitere Glykolyse zu hemmen, in isotonischer 
NaFl-Lésung aufgefangen. So wurden drei bis vier Normalperioden aus 
getiihrt und dann wurde in das venése ZufluBgefiB des HLP. 0,2 cem 
Adrenalin (1 : 1000) gegeben und mit dem Blut gut durchgemischt. Der 
durch Adrenalin bewirkten Abnahme der Durchstr6émungsgeschwindigkeit 
wurde durch Erhéhung des venésen Zuflusses bzw. Steigerung des Shunt 
widerstandes entgegengearbeitet. Sobald der Durchflu®B als ausreichend 
befunden wurde, haben wir wieder zwei bis drei Blutproben entnommen. 
Die Milchsdurebestimmung erfolgte nach Dische und Laszlo (26), die des 
Blutzuckers nach Hagedorn-Jensen. 


In Tabelle [V sind die Protokolle von drei derartigen Versuchen 
angefiihrt. Wir sehen vor allem, daB der Blutzucker in den aufeinander- 
folgenden Perioden fortschreitend abnimmt. Die Differenzen zwischen 
den Zuckerwerten des zum Schenkel zuflieBenden arteriellen bzw. von 
demselben abflieBenden venésen Blutes liegen zwar fast innerhalb der 
Fehlerbreite der Methode ; die aus drei Parallelbestimmungen ermittelten 
Werte zeigen aber auch so, daB es bei der Durchstr6mung sowohl in den 
Normalperioden wie auch nach Zufuhr von Adrenalin immer zu einer 
Abnahme und nie zu einer Zunahme des Blutzuckers kommt. Eine durch 
Adrenalin bewirkte gesteigerte Zuckerabgabe der Schenkelmuskeln kann 
also mit Sicherheit ausgeschlossen werden. 

Ein Vergleich der Milchsaiurewerte der arteriellen bzw. venésen 
Blutproben zeigt hingegen, daB das vom Schenkel abflieBende Blut 
sowohl in den Normalperioden wie auch nach Adrenalin an Milchsaure 
reicher ist, nur zeigt die Zunahme der Milchséure in den Adrenalin- 
perioden ganz bedeutend héhere Werte als in den Vorperioden. Da wir 
fiir eine ausreichende Blutversorgung Sorge getragen haben und das 
vom Schenkel abflieBende Blut auch nach Adrenalin eine hellrote 
Farbe hatte, kann ein Sauerstoffmangel als Ursache der gesteigerten 
Milchsiureabgabe ausgeschlossen werden. Wir miissen also annehmen, 
daB das Adrenalin in den Schenkelmuskeln zu einer gesteigerten Milch- 
sdureproduktion fiihrt. 
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wir fibrillare 


Zuckungen, die von Choi (5) als Ursache des gesteigerten Glykogen- 
abbaues angesehen werden, niemals beobachtet haben. 


Tabelle 1V. 





, . Zuckergehalt Milchs&uregehalt Milch 
yurch- in mg-° , in mg-° » ‘ : — 
Blut- Zucker- shure- 
ae = = —e~- s ce P * dleahens a 
Zeit Fin ratur at: my: a+: , 2% pro Min. | duktion 
Zee =z 28s sue pro Min 
ecm mm Hg UE bi b= -™ 5= >= mg ng 
Versuch 1 am 22. IV. 1929 
12400’ 150 80 37,5 109 105 53 56 6 4.5 
12 30 57 70 37,3 91 87 58 62 2.3 2,3 
12 45 81 70 37,3 85 77 61 65 5,6 3,2 
12 46 Adrenalinzugabe 
12 58 74 120 
12 60 69 120 37,6 80 75 63 84 35 15,0 
117 117 140 37,4 77 73 67 83 4.6 19,0 
Versuch 2 am 27. IV. 1929. 
1150’ 66 70 37,2 
12 20 60 70 36,8 68 63 45 48 3.0 1.8 
12 30 45 70 36,9 64 62 50 55 0,9 2,25 
12 39 111 90 37,3 51 46 51 53 5.5 22 
12 41 Adrenalinzugabe 
12 50 110 130 37,4 40 38 51 64 2,2 14,3 
12 59 66 110 37,2 36 36 53 63 . 6.6 
1 03 75 110 87,3 36 24 58 69 9,6 8,25 
Versuch 3 am 7. V. 1929. 
11525’ 75 8) 36,5 106 98 38 42 6.0 3,0 
11 40 90 80 37 104 97 40 45 63 4.5 
11 45 Adrenalinzugabe 
12 00 95 120 36,8 73 69 51 67 3,8 15,2 
12 15 105 140 37,2 70 67 5D 72 3,0 17.0 
12 23 68 110 37.0 68 64 59 79 2,7 13.6 


Weitere Versuche haben wir am T'rendelenburg schen Froschschenkel- 
praparat ausgefiihrt. Es wurde mit Ringerlésung oder Normosal so 
lange durchstrémt, bis das Praparat praktisch blutfrei war, dann wurde 
mit dem Sammeln der Durchstrémungsfliissigkeit begonnen; durch 
stindige Kontrolle der Tropfenzahl haben wir die Menge der in den 


einzelnen Perioden durchstrémten Fliissigkeit méglichst gleichgehalten. 


Vorerst stellten wir einige Vorversuche an, in denen wir in den auf- 
einanderfolgenden Normalperioden die Zucker- bzw. Milchsiureabgahe des 
Praparats fortlaufend bestimmten (Tabelle V, Versuche 1 und 2). Es konnte 
hierbei, in bester Ubereinstimmung mit Okaqawa (27), festgestellt werden, 
daB die Milchsiureabgabe in den aufeinanderfolgenden Perioden allmahlich 
abnimmt. 
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In weiteren Versuchen haben wir nach Absolvierung von zwei bis 
drei Normalperioden mit einer Adrenalinlésung 1 : 75000 durchstrémt 
Kontrollversuche zeigten, daB die von uns verwendete Adrenalin 
konzentration die Milchsaurebestimmung keineswegs stért. Die Perioden, 
in denen eine Adrenalinlésung durchstrémt wurde, sind in der Tabelle \ 
schwarz umrahmt. 

Tabelle V. 




















- 1. Periode Il. Periode 

Zz : ‘ : 

‘ Datum Zucker- Mileh- Milch 
S Min. com abgabe poe Min cem Zucker _— 
© 1929 } mg mg mg mg 
1. S.. ¥ 15 12 0,3 0,67 15 11 0,1 0,56 
2. 15. IX. 15 8 0,17 390,44 15 95 | 0,11 | 0,37 
3. oe 15 12 0,19 0,57 15 12 0,22 0,5 
4. ~ 10 12 0,2 0,66 10 11 0,14 0,52 
5. i. Bs 15 10 0,31 0,49 15 10 0,24 0,32 
6 «Bs 15 8 0,15 0,43 15 8,5 0,09 0,4 
7 14. V. 15 11 0,21 0,18 15 10 0,20 0,15 
8 ee 15 10 0,62 15 10 0,54 
9 20. IX. 15 9 30 15 10 0.16 0,18 
10 ee a 15 10 J 0,35 15 9,5 0,15 0,1 
“* Ill. Periode IV. Periode 

4. : oa ‘- ' 

4 Datum Zucker- ol Seca Mileh 
5 Min. eem abgabe abgabe Min. cem Zucker siiure 
as 1929 mg mg ng mg 
i. a ¥, 15 11 0,08 0,51 15 11 0,08 0,48 
2. 15. IX. 15 9 | 0,14 0,27 15 9 01 0,24 
3. eh js 15 12 0,14 0,72 15 12 0,12 0,57 
4. oh 10 11 0,12 0,82 10 11 0,13 0,59 
5. 1 2 10 0,25 0,29 15 10.5 | 0,24 0,62 | 
6 | 9. Vv i> 9 O07 109) 15) 8 0,07 | 0.84 
7 m4 15 10,5 0,16 0,26 15 10 0,11 0,19 
8. 19. IX 15 10,5 0,81 15 | 11 0,72 
9, 20. IX. 15 9 0,18 0,6 
10. ae * 15 9,5 0,11 0,2 











Wir ersehen aus Tabelle V, daB in den Adrenalinperioden die 
Milchsiurewerte durchaus héher sind als in der Vorperiode. Eine 
Erhéhung der Zuckerabgabe konnten wir aber im Gegensatz zu Grunke 
und Kairies (18) niemals beobachten. Was die Ursache dieser, unseren 
Versuchen widersprechenden Ergebnisse war, kénnen wir nicht ent- 
scheiden, wir méchten aber darauf hinweisen, daB es selbst in vier von 
acht Versuchen der Autoren zu keinem deutlichen Anwachsen der 
Zuckerabgabe kam. 

Fa8t man die an Hunde- und Froschschenkelpraparaten ermittelten 
Resultate zusammen, so sehen wir, daB es nach Adrenalinzufuhr zu einer 
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sesteigerten Milchsaureproduktion kommt. Dieses Ergebnis stimmt mit 
len Versuchen von Feinschmidt und Ferdmann (28) bestens iiberein; 
liese Autoren beobachteten naimlich nach Adrenalininjektionen eine 
Zunahme der Muskelmilchséure. Eine gesteigerte Zuckerabgabe nach 
Adrenalin konnten wir niemals feststellen. 


Da also das Adrenalin, wie in Abschnitt I gezeigt wurde, das 
Muskelglykogen mobilisiert, weil es nach Adrenalin — wie eben fest- 
gestellt —- zu einer gesteigerten Milchsiureabgabe der Muskeln kommt, 
und da schlieBlich die durch Adrenalin bewirkte Blutmilchsaure- 
zunahme nach Entleerung der Muskelglykogendepots ausbleibt (1), 
glauben wir in bester Ubereinstimmung mit Cori feststellen zu diirfen, 
daB das Adrenalin eine gesteigerte Milchséiurebildung aus Muskel- 
glykogen bewirkt. 


In der eingangs zitierten Mitteilung (1) sind wir durch den Befund, 
daB Adrenalin auch bei phlorrhizirdiabetischen Hunden, die kein Leber- 


glykogen besitzen, zur Extrazuc eidung fiihrt — in Anlehnung 
an eine im Jahre 1906 (29) von v. Aourden und Embden geaiuBerte 
Annahme —- zum SchluB gelangt, daB die aus dem Muskelglykogen 


produzierte Milchsiure in der Leber zu Glykogen resynthetisiert wird. 
In Versuchen, iiber die wir jetzt berichten wollen, trachteten wir nun 
diese SchluBfolgerung auf anderem Wege, durch Froschversuche, 
weiter zu stiitzen. Wir sind hierbei von der Uberlegung ausgegangen, 
daB bei leberlosen Fréschen — bei denen also das die Milchsaure re- 
synthetisierende Organ fehlt —- es nach Adrenalin zu keiner Glykosurie 
kommen darf, daB vielmehr die auf den Adrenalinreiz hin aus Muskel- 
glykogen gebildete Milchséiure im Harn erscheinen muB. 


Das Sammeln des Harns haben wir so ausgefiihrt, daB wir die Harn- 
blase groBer (70 bis 110 g) Frésche, sowohl in den Normal- wie auch in den 
Adrenalinperioden, etwa 4 bis 5 Stunden hindurch, halbstiindlich, durch 
Einfiihren eines Glaskatheters in die Kloakenéffnung entleerten. Die 
Frésche haben méglicherweise auch zwischen den einzelnen Harnentnahmen 
etwas Urin spontan gelassen, Kontrollversuche zeigten aber, daf diese 
Verluste beziiglich unserer Ergebnisse kaum von Belang sind. In einigen 
Versuchen haben wir namlich die Kloakenéffnung mittels einer Tabaks- 
beutelnaht verschlossen und nach 4 bis 5 Stunden durch Offnen derselben 
den wihrend dieser Zeit angesammelten Harn aufgefangen; die so er- 
mittelten Resultate waren dieselben, wie nach Katheterisieren der Tiere. 
Die Frésche erhielten vor den Adrenalinperioden 0,2 cem Adrenalin (1 °/,)ig) 
in den Riickenlymphsack injiziert. 


In Tabelle VI sind die an normalen, in Tabelle VII die an leberlosen 
Fréschen ausgefiihrten Versuche zusammengestellt. Dje letzteren 
fiihrten wir stets drei bis vier Tage nach erfolgter Leberexstirpation aus. 
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Tabelle Vi. 
Versuche an normalen Fréschen. 








Normalperiode Adrenalinperiode 
Frosch dj . ms 
— eem Harnzucker me cem Harnzucker we. 
Nr. mg-°/, mg-° > mg-°/> mg-' 
.. 3. Il.'| 1,8 0 0 2 106 0 
2. 3. II. || 8 0 0 5.5 149 0 
3. SS iF 0 0 5.8 10 26 
4. m 3. IL. || 2,4 0 0 2.6 18 97 
5. ] a 12. II. || 2 0 0 3 14 57 
6.| 2 /12. I. 3,0 0 0 5,5 22 33 
Ilé 12. IT.) 5,5 0 0 2.5 130 Spuren 
8] 2 (12. IL 25 0 0 2,5 16 69 
9.1 & 14. Il. 3 0 34 
10.) = 14. II. | | 4 0 46 
ll. ] @ 14: Hf. : 6 0 23 
12. rs 14. IL nicht untersucht 25 0 40 
13.7 5 16. Il. | | 1,8 120 10 
14.] = 16. IL. 2,3 0 28 
15.] 3 8. III. 2,6 0 18 2.4 0 26 
16. | ts 8. HI. 3,5 | 0 0 3.0 0 18 
17.] = 8. III. || 2,1 0 11 3,1 0 49 
18.] = 8. I. 4.0 0 0 1,9 co Spuren 
19. & 8. III. 3,2 0 0 4,0 oe Spuren 
20.] = 14. 11. 5 0 Spuren 4,2 0 26 
21.) & 14. IIT. 6,5 0 27 3,5 0 38 
22.1, °° 14. If. 6,3 0 Spuren 4,0 0 39 
28. 14. II. 4 0 Spuren 4,2 0 18 
24. 14. Ill. 3 0 0 3,0 ++ Spuren 
25. 14. 111. 3,2 0 0 2,8 ++ Spuren 
26.) ¢ § 28.1. 4,2 0 0 3,5 259 0 
ie ® 28.111. 33 0 0 2,6 140 0 
28.{ & = 28.111. 4.0 0 0 4,3 469) 0 
29.f2™ 28.111. 36 0 0 2,7 390 0 
30.].2 8 28.111. 5,0 0 0 3,6 320 0 
St. & 28. IIL. 6,4 0 0 5,2 290 0 


Betrachten wir vorerst die an normalen Fréschen Nr. 1, 2, 7, 13, 18, 
19, 24 bis 31 der Tabelle VI ausgefiihrten Versuche, so sehen wir, 
da8 Adrenalinzufuhr zu einer Glykosurie fiihrt, daB aber Milchsaure in 
meBbaren Mengen weder in den Normalperioden noch nach Adrenalin 
ausgeschieden wird. Die leberlosen Tiere (Tabelle VII) zeigen ein voll- 
kommen entgegengesetztes Verhalten, hier kommt es nach Adrenalin zu 
keiner Glykosurie, der Harn enthalt aber sowohl in den Normal- wie auch 
in den Adrenalinperioden Milchsaure. 

Eine Lactacidurie nach Leberentfernung hat bereits Minkowski (30) 
beobachtet, die Ursache dieser wollen wir aber erst spater besprechen. 
Vergleichen wir einstweilen die von leberlosen Tieren ausgeschiedenen 
Milchséurewerte, so sehen wir, daB nach Adrenalin stets mehr Milchsaure 
ausgeschieden wird als in der Vorperiode. Diese Versuche zeigen also 
entsprechend unserer Annahme, daB die auf den Adrenalinreiz vom 
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Tabelle VII. 


Versuche an leberlosen Fréschen. 





Normalperiode Adrenalinperiode 
Frosch j ; 
' rte cem Harnzucker a cem Harnzucker Milehshar 
Nr mg-°/9 mg-°/» mg-°/o mg-°/ 5 
Lye Sis. Lis 0 50 2.5 0 150 
2.18225. IL) 25 0 18 3,2 0 38 
3.4 = © 25. I.) 1,8 0 37 2.6 0 40 
4.4 3™ 1265. II} 24 0 25 1,9 0 41 
5. {$2 10.11. 2,0 0 60 2.5 0 75 
6.1 8 8 10. TI. | 1,8 0 21,2 1,9 ) 39 
7.) g-& | 10. II.) 2,2 0 75 3.4 0 108 
8.) = * 10. III. || 3,0 0 57 2,9 0 97 
9] 23 14.11 4,0 : 16 48 : 27,7 
0.)S2 14.111. 37 21 4.6 ; 42 
11. = 14. 11. 2 0 50 2,5 0 67 
12,32 14.1 41 43 3,9 ; bl 
13.J7% § 14.11. 2,8 0 34 3,5 0 5Y 
= Of 





Muskel abgegebene Milchsaure nach Entfernung der Leber nicht weiter 
verarbeitet werden kann und daher teilweise oder ganz in den Harn 
iibergeht. 


Betrachten wir nun die iibrigen an Normaltieren ausgefiihrten 
Adrenalinversuche der Tabelle VI — mit Ausnahme der oben bereits 
besprochenen —-, so sehen wir, dab jene Frésche, bei denen Adrenalin zu 
keiner oder nur zu einer unbedeutenden Glykosurie fiihrt, den leberlosen 
Tieren ahnlich, nach Adrenalin betrachtliche Milchsiuremengen aus- 
scheiden. Das Fehlen der Glykosurie ist bei diesen Tieren zweifelsohne 
auf einen durch Uberwinterung bedingten Mangel an Leberglykogen 
zuriickzufiihren. Da aber die Funktionstiichtigkeit der Leber bekannt- 
lich weitgehend von dem Glykogengehalt derselben abhangig ist, 
glauben wir annehmen zu diirfen, daB die Leber dieser Frésche durch den 
Verlust der Glykogenreserven die Fahigkeit zur Milchséiureresynthese 
eingebiBt hat, so daB die vom Muskel abgegebene Milchséure ganz oder 
teilweise in den Harn iibertritt. Diese Annahme stimmt sowohl mit 
klinischen, wie auch mit experimentellen Erfahrungen bestens iiberein, 
wissen wir doch aus den Versuchen verschiedener Autoren, daB bei 
Leberschadigung zugefiihrte Milchsaure nur schlecht verarbeitet werden 
kann. (Vgl. z. B. Beckmann (31), Araki (32), Adler und Lange (33) usw.) 

Dieser Annahme widersprechen scheinbar unsere an phlorrhizin- 
diabetischen Tieren ausgefiihrten Versuche. Diese Hunde besitzen ja 
kein Leberglykogen und wir sahen doch, daB die nach Adrenalin vom 
Muskel abgegebene Milchsaure nicht in den Harn iibergeht, sondern zu 
Hexose resynthetisiert als Extrazucker im Harn erscheint. Dieser 
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Widerspruch laBt sich durch die Versuche von Mandel und Lusk (34 
aufklaren: diese Autoren fanden namlich, daB die Milchsdéureaus 
scheidung P-vergifteter Tiere nach Zufuhr von Phlorrhizin verschwindet 
Wir miissen also mit Fiirth (35), Epstein, Hirschberg und Maechling (36 
annehmen, daB Phlorrhizin die Glykogensynthese in der Leber férdert 
und die mobilisierte Milchsiure daher trotz Glykogenfreiheit der Leber 
zu Zucker verarbeitet werden kann. 

Die an iiberwinterten Normalfréschen ausgefiihrten Versuche legen 
also die Annahme nahe, daB die vom Muskel auf Adrenalinzufuh: 
abgegebene Milchsiure nur durch eine funktionstiichtige, glykogen- 
haltige Leber zuriickgehalten, resynthetisiert werden kann. Aus diesen 
Versuchen sehen wir weiterhin, daB es ohne Zufuhr von Adrenalin, 
also auch in den Normalperioden, zu einer Milchsiureausscheidung 
kommen kann. (Vgl. Versuche 15, 17, 20 bis 23 der Tabelle VI.) Und 
zwar konnten wir eine solche nur an iiberwinterten Fréschen zu einer 
Zeit beobachten, wo wir aus dem Fehlen der Adrenalinglykosurie einen 
Glykogenmangel der Leber annehmen muBten. Wir sehen keine Méglich- 
keit, diese Versuche anders erklaren zu kénnen als in Analogie der 
friiher besprochenen Adrenalinperioden anzunehmen, daB mit dem 
Blut vom Muskel auch normalerweise der Leber Milchsdiure zugefiihrt 
wird! und daB diese nur bei intakter Resynthesefaihigkeit jenes Organs 
zuriickgehalten werden kann. Durch diese Annahme laBt sich dann auch 
die Lactacidurie leberloser Frésche zwanglos erkliren: hier wird eben 
durch Fehlen des zur Resynthese notwendigen Organs die im iibrigen 
K6érper produzierte Milchsiure in erheblich héherem Grade ausge- 
schieden. Minkowski (1. c.) hat bekanntlich die nach Leberexstirpation 
auftretende Lactacidurie auf ein Sistieren der Harnsduresynthese 
zuriickgefiihrt. Die Ausfiihrungen Fiirths (37) und die Versuche von 
Clementi (38) lassen aber diese zu ihrer Zeit gerechtfertigte Annahme 
heute als revisionsbediirftig erscheinen, und wir glauben, daB die von 
uns aufgedeckten Verhaltnisse, d.h. ein Sistieren der Zuckersynthese, 
zur Erklarung der hepatopriven Lactacidurie viel eher ausreichen. 

Wir wollen schlieBlich an dieser Stelle noch darauf hinweisen, 
daB nach unseren Versuchen das wichtigste Organ der Milchsaure- 
resynthese die Leber ist. Zu einer ahnlichen Feststellung sind auf 
Grund von Warmbliiterversuchen u. a. auch Janssen und Jost (40) ge- 
langt. Die Bedeutung, die Jeyerhof (39) dem Glykogensynthese- 
vermégen des Muskels zuschreibt, diirfte nur fiir den isolierten Muskel. 
an dem er arbeitete, Geltung haben. 


1 Ob es sich hierbei nur um Arbeitsmilchsiure handelt, oder ob wir 
in diesem Milchsaiuretransport vom Muskel zur Leber einen T'eilproze/} 
der Glykoneogenese zu erblicken haben, soll in weiteren Versuchen unter- 
sucht werden. 
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Zusammenfassung. 

1. Vergleichende Glykogenbestimmungen in den _beiderseitigen 
Froschgastrocnemien zeigen, da®B das in den Riickenlymphsack injizierte 
Adrenalin zu einer Mobilisierung des Muskelglykogens fiihrt. 

2. Diese Wirkung kommt obne Mitwirkung der Leber zustande, 
da bei leberlosen Fréschen durch Adrenalin derselbe Effekt erzielt 
werden kann. 

3. Die Muskeln leberloser Frésche enthalten drei bis vier Tage nach 
der Leberexstirpation nicht weniger Glykogen als die Muskeln normaler 
Tiere. 

4. Die Zuckerabgabe isoliert durchstrémter Hunde- und Frosch- 
schenkelpraparate kann durch Adrenalin nicht erbéht werden, die 
Milchséureabgabe nimmt aber in den Adrenalinperioden zu. 

5. Die Tatsachen, daB Adrenalia das Muskelglykogen mobilisiert, 
daB weiterhin die Milchsiureabgabe isolierter Muskeln durch Adrenalin 
gesteigert wird, und schlieBlich der Befund, daB die Blutmilchsaéure nach 
Entfernung der Muskelglykogendepots durch Adrenalin nicht mehr 
erhéht werden kann, beweisen, daB das Muskelglykogen durch Adrenalin 
zu Milchsiure abgebaut wird. 

6. Adrenalininjektionen bewirken bei leberlosen Fréschen keine 
Glykosurie, wohl aber eine Zunahme der Harnmilchsiure. Die vom 
Muskel abgegebene Milchsiure kann also nach Ausschaltung der 
Leber weder zuriickgehalten noch resynthetisiert werden. 

7. Auch normale, iiberwinterte Frésche, bei denen es nach Adrenalin- 
injektion zu keiner Glykosurie kommt, beantworten diese mit einer 
Lactacidurie. Es wird daher angenommen, da zur normalen Milchsaure- 
synthese nur eine glykogenhaltige Leber fahig ist. 


8. Uberwinterte Frésche, die an Leberglykogen besonders arm sind, 
scheiden auch ohne Adrenalinzufuhr Milchsiure aus. Es wird also 
angenommen, daB8 auch normalerweise Milchsiure vom Muskel der 
Leber zugefiihrt wird, diese aber bei Glykogenmangel der Leber nicht 
ganz resynthetisiert werden kann, sondern teilweise in den Harn iibergeht. 


9. Die nach Leberexstirpation beobachtete Lactacidurie wird 
auf ein Fehlen der Zuckersynthese aus Milchsiure zuriickgefiihrt. 

10. Als wichtigstes Organ der Milchsiureresynthese im lebenden 
Organismus wird die Leber angesehen. 
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Die Oxydationskatalysatoren der Insekten. 


Von 
P. Rona, J. A. Parfentjeyv und H. Lippmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegange nam 6. Mari 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In der Literatur sind eine Reihe von Angaben itiber Gasaustausch 
und Rhythmus der Atembewegung der Insekten zu finden; der Chemis- 
mus des Atmungsvorgangs ist bis jetzt nur ungeniigend erforscht. In 
dieser Arbeit haben wir die Asche der Irisekten analysiert und die 
Wirkung der Asche der Gesamtasche und der Fraktionen auf die 
Cysteinoxydation gepriift. 


Die Analyse der Asche der Insekten. 

Wir untersuchten die Asche der amerikanischen Schabe, Peri- 
planeta americana. Ferner sind auch der Kafer Carabus nemoralis so- 
wie die Eier der Seidenraupe in den Kreis der Untersuchung gezogen 
worden. 

Zur Veraschung bedienten wir uns folgender Methoden: 

1. Veraschung mit einem Gemisch von Schwefelsiure und Salpeter- 
siure. (Naheres siehe bei der Beschreibung der Veraschung fiir Blei- 
bestimmung. ) 

2. Gliihen der Insekten nach Lésen des Gewebes in einem Gemisch 

Salpeterséure, Calciumnitrat und Borséure. 

3. Schmelzen von Insekten mit Natriumperoxyd. 

Die Ergebnisse der Analyse waren folgende: die angegebenen Zahlen 
bedeuten die Zahl von Milligramm der einzelnen Elemente, bezogen auf 


das Gewicht eines Gramms lebender Insekten: daneben in Klammern 
dieselben Werte in Prozenten. 


In Schaben: 


Methode der Eisenanalyse nach Willstdtter: Fe: 0,03 mg (0,003 
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Methode der Kupferanalyse nach Kleinmann und Klinke: 
Cu: 0,0075 bis 0,008 mg (0,00075 bis 0,0008 °,). 


Methoden der Phosphoranalyse nach Embden und nach Neuman» 
P: 2,5 mg (0,25°,). 

Methode der Magnesiumanalyse nach Tisdall und Krame) 
Mg: 0,11 bis 0,13 mg (0,011 bis 0,013 °,). 


Methode der Mangananalyse nach C.W. Lindow und W. UH. 
Peterson’: Mn: nichts zu finden. 


In Seidenraupeneiern : 
Methode der Kupferanalyse wie oben: Cu: 0,006 mg (0,0006°,). 


Methode der Eisenanalyse wie oben: Fe: 0,042 mg (0,004°,) 

In den vorderen Fliigeln des Kafers Carabus nemoralis haben wir 
Silicium gefunden. SchlieBlich untersuchten wir, ob Blei zu finden ist, 
da wir dieses Element in der Asche der Schaben vermuteten. Dazu 
bedienten wir uns der Methode, die W. V. Scott? angibt, in folgender 
Weise. 

Zur Bleibestimmung veraschten wir die Schaben in einem Gemisch 
von Schwefelséiure und Salpetersaiure. Fiir eine jede Bestimmung benutzten 
wir ungeféhr 20g Schaben. Zur Veraschung einer solchen Menge 
gebrauchten wir 7 ccm konz. H,SO, und 70cem konz. Salpetersiure, 
welche wir tropfenweise zufiigten. Nach der Veraschung wurde das 
Nitrosylsulfat durch zweimaliges Versetzen mit Wasser zerstért und der 
Stickstoff in Form der Stickoxyde durch Kochen ausgetrieben. Dann 
wurde die Schwefelsiure durch Eindampfen unmittelbar iiber der Flamme 
unter Drehen des Kolbens auf eine kleine Menge eingeengt und mit Wasser 
auf 25 cem verdiinnt. Die Fliissigkeit wurde filtriert, der Niederschlag aut 
dem Filter sorgfiltig mit Wasser gereinigt. Wir kénnen annehmen, dai} 
das etwa vorhandene Blei zusammen mit den Silikaten als unldésliches 
Bleisulfat auf dem Filter ist, waihrend Fe, Cu usw. als Salze gelést sich 
im Filtrat befinden. 

Um das Bleisuifat auszuziehen, spiilten wir das Filter mit einem heiBben 
Gemisch von Kalium -Natriumtartrat und Ammoniumacetat mehrmals 
aus, im ganzen mit etwa 15 cem, und sammelten die einzelnen Anteile in 
einem Becherglas. Zu diesem Filtrat fiigten wir 5cem konzentrierte Salz- 
siure hinzu, kochten einige Zeit und versetzten mit 3g kristallisiertem 
Natriumsulfit, um Spuren von Eisen und Kupfer zu reduzieren. Nach 
Abkiihlen versetzten wir mit Ammoniak bis zur alkalischen Reaktion und 
gaben 5 ccm reiner 10° iger Kaliumcyanidlésung hinzu, um Spuren von 
in der Lésung vorhandenen Eisen- und Kupferionen als Komplexsalze zu 
binden. Nach Zufiigen aller Reagenzien erhalten wir eine etwa 25 ccm 
messende Fliissigkeitsmenge. Wenn wir dazu einige Tropfen einer 10°, igen 
Natriumsulfidlésung bringen, so farbt sich die Fliissigkeit dunkelbraun 
durch ein kolloidales schwarzes Sulfid. Unter diesen Bedingungen handelt 
es sich mit Wahrscheinlichkeit um Bleisulfid. Bei Verdiinnung diese! 


' Journ. of biol. Chem. 75, 169, 1927. 


9 


2 Standard Methods of chemical analysis. London 1926, 8. 270. 
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| liissigkeit mit Wasser auf das fiinffache Volumen lieB sich noch eine 
deutliche Braunfirbung nachweisen. In den Kontrollen, die mit denselben 
Mengen derselben Reagenzien angestellt wurden ohne Asche der Schaben, 
war keine Farbung sichtbar. 

Es ist noch zu erwihnen, daB im gewéhnlichen Analysengang der 
Schabenasche an der Stelle des Bleinachweises ein weiBer Niederschlag 
eines Sulfats auftrat. Als Chromat konnten wir Blei mit Sicherheit nicht 
identifizieren. 


Versuche mit Cysteinoxydation. 


Fir die folgenden Versuche benutzten wir das kaufliche Cystin 
und stellten daraus nach der Vorschrift von Sakuma! Cystein-H C1 her. 
Die benutzten Manometer hatten V, = 5cem, V, = 1 cem; in jedes 
Manometer brachten wir etwa 3 mg Cystein-H Cl und 2,66 mg Natrium- 
pyrophosphat. Die Asche brachten wir in Form von Sulfaten hinzu. 
Die Veraschung erfolgte nach der oben angegebenen Methode | (Ver- 
aschung in einem Schwefelséure-Salpetersiuregemisch). Dann ver- 


dinnten wir mit Wasser und gaben Natronlauge hinzu bis zu einem py 
von 8,8 bis 9,6. Vor dem Versuch haben wir die Reaktion der Fliissigkeit 
elektrometrisch bestimmt, nach dem Versuch mit Indikatoren. 


Es ergab sich bei den Versuchen deutlich, daB die zugefiigte 
Insektenasche in Form von schwefelsauren Salzen eine Beschleunigung 
der Cystein-Cystinoxydation bewirkt. 


Um zu ermitteln, welche Rolle die einzelnen Metalle der Asche bei der 
Oxydation spielen, stieBen wir auf Schwierigkeiten hauptsichlich wegen 
der relativ groBen Menge von Erdalkalien in der Asche der Insekten. Auf 
die Rolle des Eisens kommen wir weiter unten zu sprechen. Um den Einflu8 
des Kupfers zu beurteilen, muBten wir die vorhandenen Eisenionen ent- 
fernen. Dies konnten wir nicht auf die iibliche Weise durch Hinzufiigen 
von Natriumpyrophosphat (Sakuma) tun, da das reichlich vorhandene 
Magnesium die Komplexbildung des Eisens stért. Deshalb muBten wir 
erst die Erdalkalien entfernen. Wir fiigten zur Aschel6sung Ammoniak 
in Uberschu8 hinzu. Dabei erhielten wir einen voluminésen Niederschlag, 
der auBer den Erdalkalien noch andere Elemente enthalten konnte (Phos- 
phor, Eisen usw.). Das Filtrat enthalt alles Kupfer und wahrscheinlich 
Spuren von Blei. Wir verteilten das Filtrat in zwei Teile und schlugen in 
einem Teil das Kupfer als CuS in schwefelsaurem Medium nieder. Mit 
dieser Portion war die Beschleunigung der Oxydationsgeschwindigkeit der 
Cystein-Cystinoxydation erheblich geringer als mit dem kupferhaltigen 
Filtrat. Parallel dazu setzten wir Versuche an von Cystein-HCl mit ana- 
lysenreinem Kupfersulfat. Die Kontrolle bestand aus Cystein-HCl mit 
Natriumpyrophosphatlésung. AuBerdem priiften wir den Einflu®B der 
im Verlaufe der Behandlung der Asche hinzugefiigten Natronlauge und 
Schwefelsiure durch Hinzufiigen von Na,SO, zum Cystein-H Cl. 


Es folgen die Protokolle eiriger Versuche. 


1 Diese Zeitschr. 142, 68, 1923. 
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Tabelle I. 
Die Beschleunigung der Cysteinoxydation durch Insektenasche. Di: 
Bedeutung des Kupfers. 
Oxydation von Cystein in m 10 Natriumpyrophosphatlésung hy 
Pu 3,8. 


I. Cystein (lecem, enthaltend 2mg Cystein-HCl und 2,66 m 
Natriumpyrophosphat). 


Il. Cystein + Fraktion von Asche von Schaben mit Kufer (in 1 cen 
2mg Cystein, 2,66 mg Natriumpyrophosphat und die Asche vor 
90 mg Schaben, Gehalt an Cu ungefaihr 0,0007 mg). 


III. Cystein + Fraktion von Asche von Schaben ohne Kupfer (in 
1 cem 2 mg Cystein-H Cl, 2,66 mg Natriumpyrophosphat, die Aschy 
von 90 mg Schaben. 


Der Sauerstoffverbrauch in Kubikzentimeter pro 1 g Cystein-HCi. 





O2-Verbrauch nach I II Tl 
5 Minuten. ... — 6,40 4,88 
10 ‘ ra 1,40 12,21 9,52 
15 re ib ee 2,94 17,81 14,81 
20 ” eae 4.66 -— 17,60 


Pe: gm miei _ — 


Tabelle II. 

Die Beschleunigung der Cysteinoxydation durch Insektenasche. Die 

Bedeutung des Kupfers. 
Oxydation von Cystein in m/10 Natriumpyrophosphatlésung bei 

Pu 9,64. 

I. Cystein (in 1eem 6 mg Cystein-H Cl, 2,66 mg Natriumpyrophosphat). 
Il. Cystein + Fraktion von Asche von Schaben mit Kupfer (in 
leem 6 mg Cystein-HCl, 2,66 mg Natriumpyrophosphat, die 
Asche von 125 mg Schaben, Gehalt an Cu ungefahr 0,001 mg). 


Ill. Cystein + Fraktion von Asche von Schaben ohne Kupfer (in 
leem 6mg Cystein-HCl, 2,66 mg Natriumphosphat, die Asche 
von 125 mg Schaben). 


Der Sauerstoffverbrauch in Kubikzentimeter pro 1 g Cystein-H Cl. 





O2-Verbrauch nach I II Ili 
5 Minuten... . 0,14 2,76 0,93 
10 a ee eae 0,84 5,43 2,44 
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my Re eh 2,24 12,32 5,22 
25 ‘ pines ea 2,89 _ 7,14 
Te Mgt rads gos 3,68 -- 9,14 
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Tabelle III. 
Die Beschleunigung der Cysteinoxydation durch Insektenasche. Die 
Bedeutung des Kupfers. 
Oxydation von Cystein in m/10 Natriumpyrophosphatlésung bei 
py 9,64. 

I. Cystein (in leem 3mg Cystein-HCl, 2,66 mg Natriumphos- 
phat). 

II. Cystein + Fraktion von Asche von Schaben mit Kupfer (in 
leem 3mg Cystein-HCl, 2,66 mg Natriumphosphat, die Asche 
von 90 mg Schaben, Gehalt von Cu ungefahr 0,0007 mg). 

. Cystein + Fraktion von Asche von Schaben ohne Kupfer (in 
leem 3 mg Cystein-HCl, 2,66 mg Natriumphosphat, die Asche 
von 90 mg Schaben). 


Der Sauerstoffverbrauch in Kubikzentimeter pro 1 g Cystein-H Cl. 





O2-Verbrauch nach I II I 


5 Minuten. ... : 3.05 1,07 
_- 6,75 2,60 
— 10,23 5,68 
-~ 14,15 8,95 
— 15,48 12,29 
0,93 17,75 14,79 
biti — 18,00 


Tabelle IV. (Abb. 1.) 
Die Beschleunigung der Cysteinoxydation durch Insektenasche. Die 
Bedeutung des Kupfers. 
Oxydation von Cystein in m/10 Natriumpyrophosphatlésung bei py 9,64. 
I. Cystein (in leem 3mg Cystein-HCl, 
2,66 mg Natriumpyrophosphat). 





II. Cystein + Fraktion von Asche’ von 
Schaben mit Kupfer (in Ileem 3 mg 
Cystein - HCl, 2,66 mg Natriumpyro- 
phosphat, die Asche von 90 mg Schaben, 
Gehalt von Cu ungefaihr 0,0007 mg). 


s 2 


. Cystein + Fraktion von Asche’ von 
Schaben ohne Kupfer (in lcem 3mg 
Cystein-H Cl, 2,66 mg Natriumpyrophos- 
phat, die Asche von 90 mg Schaben). 


‘brauch 


Der Sauerstoffverbrauch in Kubikzentimeter 
pro 1 g Cystein-HCl. 
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Tabeile V. 


(Abb. 2.) 


Die Beschleunigung der Cysteinoxydation durch Kupfersulfat. 


[. Cystein (in m/10 Natriumpyrophosphatlésung bei py 9,6). 


II. Cystein in Natriumpyrophosphatlésung bei py 9,6 4 


(in Leem 0,006 mg Cu). 


Ill. Cystein in Natronlaugelésung bei py 9,6. 


Kupfersulfat 


Der Sauerstoffverbrauch in Kubikzentimeter pro 1 g Cystein-H Cl. 
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Abb. 2. 


Tabelle VI. 
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Die Wirkung des Natriumsulfats auf die Geschwindigkeit der Cystein- 
oxydation. 
Oxydation von Cystein in m/10 Natriumpyrophosphatlésung bei py 9,3. 
I. Cystein in m/10 Natriumpyrophosphatlésung. 


II. Cystein in m/10 


Natriumpyrophosphatlésung + Natriumsultat 


(Gehalt von Natriumsulfat betragt 0,49% in Lésung oder 4 mg 


in 1 cem). 


Der Sauerstoffverbrauch in Kubikzentimeter pro 1 g Cystein-HCl. 
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Tabelle VII. (Abb. 4.) 
Die Geschwindigkeit der Cysteinoxydation in Natriumpyrophosphat- 
josung. 
I. Cystein in m/10 Natriumpyrophosphatlésung bei py 9,3. 
Il. Cystein in Natronlaugelésung bei py 9,3. 


Der Sauerstoffverbrauch in Kubikzentimeter pro 1 g Cystein-H Cl. 

















“ f 
O,-Verbrauch nach I II o? ® | wa 
pi 86 4 Y~- | 
10 Minuten. . 0,80 1,38 iy aa" 468 
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60 m we 4.19 7.97 5 0 1% 20 2 it 40 45 50 55 min. 
Abb. 4. 


Das von uns hergestellte Cystein-HCl war ziemlich rein und enthielt 
wenig Eisen. 

Aus den Tabellen I bis IV geht hervor, daB das Vorhandensein von 
Kupfer in der Insektenasche die Cysteinoxydation bedeutend be- 
schleunigte. 


Nach dem Kupferniederschlag verringerten sich die katalytischen 
Eigenschaften der Versuchsfraktion bedeutend; doch beschleunigte 
auch nach der Entfernung der Metalle Eisen und Kupfer die Asche- 
fraktion die Geschwindigkeit der Cysteinoxydation deutlich. Dieses 
kann man entweder dem Vorhandensein von Blei oder von Spuren 
anderer Metalle, die in der Lésung infolge eines nicht vollkommenen 
Niederschlags verblieben, zuschreiben. 


In der einschligigen Literatur wurde mehrmals betont, daB die 
Insekten im Vergleich zu den héheren Tieren sehr widerstandsfahig 
gegen Kohlenoxyd sind. In Arbeiten aus dem Gebiet der angewandten 
Entomologie finden sich Angaben dariiber vor, daB es fast unméglich 
ist, Insekten mit Kohlenoxyd zu téten (Parfentjev 1925). Vor kurzem 
bewies J. B. S. Haldane’, daB die Raupe Galleria mellonella leicht eine 
Atmosphare von 86°, CO ertrigt; erst wenn bei weiterer Steigerung 
der Konzentrationen CO der O,-Gehalt bis 8,8°,, herabgeht, wird sie 
unbeweglich. Wenn jedoch im letzten Falle die Raupen in frische Luft 
gesetzt werden, so erholen sie sich vollsténdig. Durch den Mangel an 


1 Nature. London 1927, S. 352. 


7 
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Sauerstoff bei 96°.,iger Konzentration von CO kann die Starre de; 
Raupen nicht erklart werden, weil im Gemisch von Stickstoff und 
Sauerstoff — 98°, N, und 2°, O, —die Raupen ihre Beweglichkeit bei 
behalten. Dieser Umstand weist nach der Meinung von J. B. 8S. Haldan: 
darauf hin, daB bei einer héheren Konzentration CO auf die Raupen 
einwirkt. AuBerdem hat Blauséure, die eine groBe Affinitat zu Eisen 
aufweist, nach Beobachtungen von Parfentjev und Devrient! eine 
schwache Wirkung auf den Gasstoffwechsel und den Oxydationsprozel} 
der Insekten gezeigt, auch wenn sie den Insekten als KCN in gréBer 
als letaler Dosis eingefiihrt wurde. Diese Tatsache ist sehr schwer mit 
der Vorstellung von der ausschlieSlichen katalytischen Wirkung des 
Kisens in Oxydationsprozessen der Insekten in Einklang zu bringen. 

Es ist bekannt, daB der Blutfarbstoff der Crustaceen, das Hamo- 
cyanin, im Unterschied zum Hamoglobin Kupfer statt Eisen enthilt. 
Vor nicht langer Zeit hat R.A. Muttkovsky? die Anwesenheit von 
Kupferspuren bei 35 Insektenarten festgestellt. Es ist daraufhinzuweisen, 
da zwei genetisch nahe Gruppen eine Ahnlichkeit im Chemismus 
aufweisen kénnen: Kupfer als Katalysator der Oxydationsprozesse, 
obgleich sie sich in vielen anderen physiologischen Eigenschaften durch- 
aus unterscheiden (die Crustaceen sind wasseratmend, die Insekten 
typisch luftatmend). 

H. Aron und R.Gralka* haben in Insekten pro 1 g Frisch-Gewicht 
0,043 mg Cu fiir Kiichenschaben und 0,038 mg Cu fiir Kafer Anoma vitis 
bestimmt. Die angefiihrten Zahlen sind etwas héher als der von uns ge- 
fundene Kupfergehalt in amerikanischen Schaben sowie in Seidenraupen- 
eiern (0,008 bis 0,006 mg Cu pro Gramm Frisch-Gewicht der Insekten). 

Die Vorstellung iiber die katalytische Wirkung des Kupfers auf 
Oxydationsprozesse der Insekten stimmt mit den angefiihrten Angaben 
iiber die spezifische Wirkung der oben erwahnten giftigen Stoffe gut 
iiberein‘. 

Jedenfalls zeigen die Versuche an Hand der Oxydation des Cysteins, 
daB Kupfer in der katalytischen Wirkung der Insektenasche eine wesent- 
liche, wenn auch nicht ausschlieBliche Rolle spielt. Dem Anschein nach 
wirken in den Oxydationsprozessen der Insekten auch Eisen, vielleicht 
auch Blei mit. Ob Blei in der Insektenasche sicher vorhanden ist, 
und welche Rolle es bei der Katalyse spielt, wird noch weiter verfolgt. 


1 Diese Zeitschr. 217, 368, 1930. 

2 Transactions of the american microscopical society. 40, 144, 1921; 
Science 58, 453, 1921. 

3 Handb. d. Biochem. 1, 22, ,1924. 

4 Uber leicht dissoziable Co-Hamocyaninverbindung vgl. F. Miiller und 
W. Bichler, Handb. d. Biochem. 1, 422, 1924. 
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Uber die tautomeren Formen der Di-methyl-brenztraubensaure. 


Von 


Claude Fromageot und S. Perraud. 
(Aus dem Institut de Chimie de l'Université, Lyon.) 
(Eingegangen am 9. Mai 1930.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die «-Ketosiuren haben vom biochemischen Standpunkt aus ein 
doppeltes Interesse; einerseits spielt das einfachste Glied der Reihe, 
die Brenztraubensaure, wie bekannt, eine wichtige Rolle beim Abbau der 
Hexosen, andererseits scheint das Studium dieser Sauren geeignet, 
die wichtige Frage der Spezifitat der Fermente gegeniiber den tautomeren 
Formen einer Substanz aufzuklaren. 

Wir verdanken C. Neuberg und Mitarbeitern! die Kenntnis vom 
EinfluB der Carboxylase auf die Brenztraubensiure und eine Anzahl 
ihrer Homologen. Diese Studien haben gelehrt, daB auBer der Brenz- 
traubensadure auch andere «-Ketosdiuren durch die Carboxylase zu den 
entsprechenden Aldehyden decarboxyliert werden. Dabei ist es bemer- 
kenswert, daB unter den untersuchten «-Ketosiuren nur diejenigen 
durch Carboxylase abgebaut werden, deren Konstitutionsformel die 
Méglichkeit mindestens einer Enolform nicht ausschlieBt; als Sauren 
aber, die durch das Ferment nicht angegriffen werden, sind diejenigen er- 
kannt?, deren Formel keine Enolform zulaBt. Das typischste Beispiel 
ist der Vergleich der beiden folgenden Sauren: Trimethylbrenztrauben- 
siure (CH,),.C.CO.COOH wird nicht angegriffen, Methylathyl- 
brenztraubensaure (CH,)(C,H;)CH.CO.COOH wird angegriffen. 
Die beiden Sauren sind Konstitutionsisomere und unterscheiden sich 
dadurch, daB beim Methylathylderivat eine Enolform méglich ist, 
wahrend das Trimethylderivat keine Enolform bilden kann. 

Infolge dieser Resultate haben C. Newberg und Mitarbeiter und 
unlingst J. St. Newberg in Erwigung gezogen, daB die Carboxylase 
vorwiegend mit der Enolform der «-Ketosiuren reagiere. 


! Siehe Literatur bei Jrene St. Newberg, diese Zeitschr. 219, 165, 1930. 
2 C. Neuberg und F. Weinmann, diese Zeitschr. 200, 473, 1928. 
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Im Falle der Brenztraubensaéure haben V. Henri und Cl. Fromageot! 
gezeigt, daB unter Bedingungen, die den biologischen entsprechen, 
ein Teil der Molekeln (etwa 23°.) in einer tautomeren Form vorliegt, 
und die Autoren hatten angegeben, daB es die entsprechende Enolform 
sei; I. St. Neuberg (l.c.) akzeptierte diesen SchluB. 


Bis heute aber weiB man nicht, ob die Homologen der Brenz- 
traubensdure wirklich in tautomerer Form existieren. Es schien uns 
daher interessant, eines von diesen Homologen, die Di-methyl-brenz- 
traubensaure, von diesem Gesichtspunkt aus zu untersuchen. 


Unsere Untersuchungen haben gezeigt, daB die Di-methylbrenz- 
traubensaure in drei verschiedenen Formen (ohne die Hydrate zu zahlen, 
iiber die wir in kurzem berichten werden) auftreten kann. 


Die Kristalle, die man bei der Destillation der Di-methylbrenz- 
traubensaure erhalt, haben sich als reine Ketoform 


(CH;),CH—CO—COOH (1) 
erwiesen, 


Wenn man diese Kristalle in Wasser auflést, tritt die Enolform 
(CHs),C = C(OH)—COOH (IT) 


auf und es stellt sich ein Gleichgewicht zwischen Keto- und Enolform her. 
Dieses Gleichgewicht hingt von der Konzentration der Lésung ab. 


Durch Zusatz von etwas Alkali erhalt man eine neue Form, der eine 
bisher unbekannte Konstitution (Form III) zukommt. Das ultra- 
violette Absorptionsspektrum dieser dritten Form ist ganz analog dem- 
jenigen, welches V. Henri und Cl. Fromageot unter gleichen Bedin- 
gungen fiir die Brenztraubensiure erhalten hatten. Diese Autoren 
hatten die Form dieses Spektrums der Anwesenheit der Enolisomeren 
zugeschrieben ; unsere neuen Resultate zwingen uns jetzt, fiir die Brenz- 
traubensiure in wasserigen Lésungen das Vorhandensein dieser un- 
bekannten Form da anzunehmen, wo V. Henri und Cl. Fromageot die 
Enolform vorausgesetzt hatten. Es ist iibrigens zu betonen, daB die 
Bildung von Oxalsiure bei der Oxydation von Brenztraubensaure mit 
durch Osmiumtetroxyd aktiviertem Natriumchlorat, die J. St. Neuberg 
gefunden hat, mit der Existenz einer unbekannten anderen Form wie 
durch eine Enolform erklirt werden kann. 


Diese dritte Form ist diejenige Form, die neben der Ketoform 
in verdiinnten neutralen wasserigen Lésungen, d. h. Lésungen, die den 


‘ 
1 V. Henri und Cl. Fromageot, Bul. Soc. Chim. 37, 845, 1925; Cl. Fro- 
mageot, ebendaselbst 39, 1207, 1926. 
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piologischen Bedingungen entsprechen, vorhanden ist. Man muB also 
nach den vorhergehenden Betrachtungen erwagen, ob die Carboxylase 
auf diese dritte Form wirkt. 


Experimenteller Teil. 


Wir haben die Di-methylbrenztraubenséure nach der allgemeinen, 
von Locquin' beschriebenen Methode hergestellt: Nitrosierung von 
lsopropylacetessigester durch Behandlung mit Athylnitrit, wobei unter 
Abspaltung des Essigsiurerestes das Oxim des «-Keto-iso-valerian- 
siure-athylesters entsteht. Dieser wird durch Nitrosylsulfat in die 
x-Keto-carbonséure umgewandelt. 

Das erhaltene Produkt siedet bei vorsichtiger Destillation bei 73° 
unter 11mm Druck (Bouveault und Wahl? geben 65 bis 67° bei 10 mm, 
Sen gibt 76 bis 78° bei 12 mm Hg an). Im Verlauf der Destillation kristalli- 
siert es in der Vorlage, und wenn man nicht acht gibt, sogar im Kiihler. 
Die Kristalle sind farblose, prismatische Tafelchen; sie schmelzen bei 31 
bis 31,5° (Bouveault und Wahl geben 31° an). Im EinschluBrohr bleiben sie 
unbegrenzt lange unverindert; aber sie sind sehr hygroskopisch und ver- 
fliissigen sich rasch an der Luft infolge Aufnahme von Wasserdampf. 

Wir haben uns zuerst versichert, daB diese Kristalle reine Di- 
methylbrenztraubenséure waren. Die Analyse ergab: 


6,841 mg Substanz; 12,900 mg CO, und 4,14mg H,O. 
C;H,0,. Ber.: C = 51,7, H = 6,9%; 
(116) —gef.: C = 51,5, H = 6,7%. 

Titration. 0,580g kristallisiertes Produkt in 10cem Wasser ver- 
brauchen 5,0cem n NaOH; berechnet: 5,0ccm (mit Bromthymolblau 
titriert). 

Um zu wissen, welcher Form diese Kristalle entsprechen, haben wir 
folgenden Versuch gemacht: 

Eine kleine Menge der Kristalle wird in einem Reagenzglas mit 
1 bis 2 com Wasser versetzt (die Kristalle lésen sich fast augenblicklich), 
und man setzt sofort einen Tropfen FeCl, zu. Wahrend einiger Minuten 
zeigt sich keine Farbung; allmahlich aber bildet sich die blaugriine, 
fiir die Enolform charakteristische Farbe, die sich nach und nach 
vertieft, um nach etwa 20 Minuten auf einer bestimmten Intensitat 
stehen zu bleiben; letztere ist immer dieselbe fiir eine gegebene Konzen- 
tration an Di-methylbrenztraubensiure. Auf Zusatz einiger Tropfen 
wasseriger verdiinnter Bromlésung verschwindet die Farbe, um im 
Verlaufe einiger Minuten wieder aufzutreten infolge erneuter Umwand- 
lung von urspriinglichen Ketomolekeln in die Enolform. 


1 R. Locquin, Thése, Paris 1904; H. K. Sen, diese Zeitschr. 148, 195, 
1923. 
* Bul. Soc. Chim. 25, 1034, 1901. 
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Macht man den gleichen Versuch, gibt aber das Eisenchlorid ers: 
20 Minuten nach Herstellung der Lésung zu, so erscheint die blaugriine 
Farbe sofort nach Zusatz des Reagens. der 
Dieses zeigt, dab spe 
eos : gra 
1. die Kristalle eine reine Ketoform darstellen; in saurer wisse- Abl 
riger Lésung bildet sich die Enolform auf Kosten der ersteren. 


2. In saurer wisseriger Lésung herrscht ein ganz bestimmtes 
Gleichgewicht zwischen Enol- und Ketoform. 


A. Studium der sauren wdsserigen Lésungen. 


Um das obenerwaihnte Gleichgewicht zu studieren, haben wir 
mol., m/10, m/100, m/500 Lésungen hergestellt, und um sicher zu sein, 
daB sich das Gleichgewicht vollstandig eingestellt hat, haben wir die 
Lésungen 12 Stunden bei 20° sich selbst iiberlassen. Wir haben 
alsdann die Enolform mit Brom nach Kurt H. Meyer titriert; wir haben 
festgestellt, daB Eisenchlorid als Indikator dienen kann, und so haben 
wir eine gréBere Genauigkeit erhalten als durch die einfache Beobachtung 
des Auftretens der gelben Bromfarbe. 


Fiir die Titration wurden je nach der Konzentration 1 bis 50 ccm 
verwendet. Man kiihlt rasch auf 0° ab und titriert mit einer Mikro- 
biirette in weniger als 15 Sekunden. Die so erhaltenen Zahlen sind auf 
3 bis 4% genau. 


Die folgende Tabelle gibt die erhaltenen Resultate wieder. 


Tabelle I. 





Konzentration tn Of Enolform 
-— in der gesamten 
der Lisung . 
Molekeln 


mol. 0,47 
m/10 0,28 
m/100 Spuren 


m/500 0,00 an 


ist. 
Diese Zahlen zeigen, daB der in normaler Lésung schon geringe Ces 
Prozentsatz an Enolform beim Verdiinnen der Lésung abnimmt, 


um in m/100 Lésung praktisch Null zu werden. tn 


Es ist hier zu bemerken, da8 diese SchluBfolgerung nur fiir relativ Abs 
verdiinnte Lésungen giiltig ist. Die reine kristallisierte Saure ist voll- flus 
standig in der Ketoform vorhanden, und es ist selbstverstindlich, Ket 
daB man in konzentrierteren wasserigen Lésungen eine Konzentration ban 
finden muB, fir welche der Gehalt an Enolform maximal ist. Abe 
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Spektrographische Untersuchungen. 

Es war dann von Interesse, die ultravioletten Absorptionsspektren 
der erwahnten sauren Lésungen aufzunehmen. Wir haben eine Reihe 
spektrographischer Messungen mittels des Hilgerschen Quarzspektro- 
graphen nach der Methode von V. Henri ausgefiihrt. Die Kurven der 
Abb. 1 zeigen die erhaltenen Absorptionsspektren. 
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Alle diese Kurven zeigen das Vorhandensein zweier Absorptions- 
banden, von denen nur die erste auf der Abbildung vollstandig bestimmt 
ist. Es ist dies das typische Kurvenbild fiir eine Carbonyl- und eine 
Carboxylgruppe. 

Man sieht aber, daB trotz des geringen Prozentsatzes an Enolform 
in den verschiedenen Lésungen letztere geniigt, um die ultravioletten 
Absorptionsspektren dieser Lésungen nicht unbetrachtlich zu_beein- 
flussen. Das Spektrum der m/100 Lésung stellt das Spektrum der reinen 
Ketoform dar. Das Auftreten der Enolform verschiebt die Absorptions- 
banden nach dem Roten hin und gleichzeitig steigert es ihre Intensitat. 
Aber man beobachtet (Tabelle II), wenigstens, was die erste Bande 
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betrifft, daB die Verschiebung nach dem Roten hin bedeutend ist in 
bezug auf die Zunahme des Absorptionskoeffizienten. 

Die verdiinnten wasserigen Lésungen der Di-methylbrenztrauben- 
siure bestehen also aus einer Mischung von Keton und Enol im Gleich- 
gewicht; letzteres hangt von der Konzentration der Saure ab, und zwar 
nimmt die Enolform mit steigender Konzentration zu, mindestens bis zu 
einem gewissen Punkt. 


B. Studium der wdasserigen Lésungen auf Zusatz von mehr oder weniger 


Natronlauge. 


Diejenigen Lésungen, die den biologischen Bedingungen entsprechen, 
sind verdiinnte Lésungen, deren Reaktion nahe am Neutralpunkt liegt. 
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Abb. 2. 


Um diese Bedingungen einzuhalten, haben wir Lésungen der gleichen 
Konzentration, wie oben erwahnt, hergestellt, aber diesmal durch Zu- 
satz von Natronlauge auf verschiedene py eingestellt. Qualitativ sieht 
man sofort, daB eine Veranderung des py hier eine neue Modifikation 
der Molekeln hervorruft: Zusatz von Natronlauge bewirkt eine sehr 
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schwache gelbe Farbe, die auf Zusatz von Saure augenblicklich ver- 
schwindet usw. 


Wir haben die folgenden Lésungen studiert: 


PH 1,7 (Saure allein) 
PH 3,2 

m/10 PH 6.8 
PH 11,5 


Pu 2,4 (Saure allein) 
m/100 PH 6,4 
PH 8,15 


Wir haben zuerst die ultravioletten Absorptionsspektren bestimmt und 
die folgenden Kurven erhalten (Abb. 2 und 3). 


70 5 


ay 


9S 





Abb. 3 


Diese Kurven zeigen sofort, dab die Molekeln eine tiefgreifende 
Veranderung ihrer Struktur erlitten haben. , Der Prozentsatz der Mo- 
lekeln, die diese Verinderung erleiden, waichst mit zunehmendem px bis 
zu einem Grenzwert, der immer gleich ist, wie groB auch die Gesamt- 
konzentration an Di-methylbrenztraubensiaure sei. 
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Man sieht in der Tat, daB die Kurven 3, 4, a und b nahezu identisch Wir 
sind. Dieser Grenzwert ist bei einem py von 6,4 bereits erreicht. thec 

Wir wissen noch nicht, welches die Struktur der neuen Modifi- ob 1 
kation ist, wir kénnen aber folgende Beobachtungen machen: 

1. Die Verainderungen des Absorptionsspektrums sind in diesem ou 
Falle verschieden von den Verainderungen, welche wir beim Auftreten . rs 
der Enolform beobachtet haben. Dies erhellt deutlich bei der Aus- ge , 
wertung der Tabelle II. sti 

also 
Tabelle II. Lost 
Die Lésungen sind nach abnehmendem Gehalt an Ketoform geordnet. saul 
Die +- oder —-Zeichen bedeuten, daB die Verschiebung entweder nach 
rechts (kurzes Ultraviolett) oder nach links (Rot) stattgefunden hat. — 
Werte von @ p : 
Lisungen fiir das erste | ye 1/A D1/h 
Maximum 
folg 
REE ou ole We Ce a sa 8,1 31,990 
RR. io x. Qe yee 8.8 0,7 31,500 — 400 F 
Wes Se seis Soe 9,0 0,2 31,200 — 300 Kok 
Ein 
m/100 pp = 2,4 8,1 31,900 ous 
m/100 px = 6,4 27.0 18,9 32.100 + 200 si 
m/100 pH = 8,15 27,5 0,5 32,800 + 700 reck 
m/10 po = 1,7 8.8 31,500 Anv 
m10 pH = 3,2 20,0 11,2 31,900 + 400 slic! 
m/10 py = 6,8 27,0 7,0 32,600 + 700 aan 
m/10 pa = 11,5 27,5 0.5 33,000 + 400 deu 
For 

Die Verschiebung des Maximums findet diesmal nach der kiirzesten Asy 
Wellenlange statt und ist, mit Ausnahme der Lésungen von hohem py, 
sehr gering in bezug auf die Zunahme der Werte von ¢. Es scheint die 
demnach, dab, trotzdem die Kurven auf eine doppelte Bindung zeigen, zus' 


wir es hier nicht mit einer Enolform zu tun haben. 


2. Der Zusatz von Eisenchlorid zu Lésungen von einem py = 3,2, 
pu = 6,4, pa = 6,8, Lésungen, fiir welche diese Reaktion brauchbar ist, 
gestattet festzustellen, daB die blaugriine, fiir die Enolform charakte- 


ristische Farbe nicht auftritt. 


Man kénnte hier einwenden, daB in diesen alkalischen Lésungen die 
OH-Gruppe des Enols dissoziiert sei. Dieses kénnte einerseits erkliren, 
daB die Absorptionsspektren ein anderes Aussehen besitzen, als die- 
jenigen der sauren Lésungen, und andererseits die Tatsache, da das 
\Eisenchlorid keinen gefirbten Komplex erzeugt. In unserem Falle aber 
zeigen die Kurven einen starken Prozentsatz an tautomerer Form, 
und man sollte die Anwesenheit der angenommenen dissoziierten 
Enolform durch Titration mit Natronlauge bestimmen kénnen. In 
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Wirklichkeit hat die von uns ausgefiihrte Titration immer nur die 
theoretischen Zahlen fiir die Carboxylgruppe ergeben, ohne Unterschied, 
ob wir bis zu einem py von 7,5 oder 11,5 titriert haben. 

3. Der Vergleich der in unserem Falle erhaltenen Kurven mit den 
Kurven, die friiher von V. Henri und Cl. Fromageot bei ihren Studien 
iiber das ultraviolette Absorptionsspektrum der Brenztraubenséure 
gefunden worden waren, zeigt, daB in beiden Fallen die Kurven ganz 
analog verlaufen. Die Struktur der Molekeln der Brenztraubensaure ist 
also dieselbe wie diejenige der Di-methylbrenztraubensaure in neutralen 
Lésungen; die Struktur ist diejenige, welche bei der Oxydation Oxal- 
siure liefert (I. St. Neuberg). 

4. Endlich erlaubt uns der Vergleich der Di-methylbrenztrauben- 
siure mit der Methylathylbrenztraubensaure 

CH, 
C,H, 
folgenden wichtigen SchluB: 


>CH — CO— COOH 


Die Methyl-athyl-brenztraubensaiure besitzt ein asymmetrisches 
Kohlenstoffatom. C. Newberg und Peterson’ haben nun gezeigt, daB bei 
Einwirkung der Carboxylase auf racemische Methylathylbrenztrauben- 
siure eine linksdrehende Saure oder mindestens mehr linksdrehende als 
rechtsdrehende Saure iibrigbleibt. Diese Tatsache schlieBt die alleinige 
Anwesenheit der Enolform aus, da bei der Enolisierung die urspriin- 
gliche Asymmetrie der Molekeln verschwinden wiirde; gleichzeitig 
deutet diese Tatsache darauf hin, daB die unbekannte tautomere 
Form von einer Struktur sein muB, welche die eventuell urspriingliche 
Asymmetrie der Ketoform nicht aufhebt. 


Unsere Untersuchungen zeigen also, dab je nach den Bedingungen 
die Di-methylbrenztraubensaure in den folgenden beiden Gleichgewichts- 
zustanden vorkommt: 


I. In sauren Lésungen: 
(C Hs) CH—CO—COOH — (CHs3)o C(QH)—COOH. 


II. In sehr sshwach sauren bis alkalischen Loésungen: 
(CHs)g CH—CO—COOH [= Unbekannte Form. 


1 C. Neuberg und W. H. Peterson, diese Zeitschr. 67, 32, 1914. 





Wirkung des Nebenschilddriisenhormons auf Phosphatase. 


Von 
Irvine H. Page. 


(Aus der chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Psychiatrie (Kaiser Wilhelm-Institut) Miinchen. 


(Eingegangen am 9. Mai 1930.) 


Das Parathyroidhormon (Parathormone Lilly) hat anscheinend 
mit dem bestrahlten Ergosterin die Eigenschaft gemein, Ca und P aus den 
Knochen zu mobilisieren und diese Substanzen in verschiedenen anderen 
Organen des Kérpers abzulagern. Die Verkalkung durch bestrahltes 
Ergosterin ist im letzten Jahre Gegenstand zahlreicher histologischer 
Untersuchungen gewesen und bedarf deshalb keiner weiteren Erérterung. 
Ganz ahnliche Erscheinungen sind bei der Injektion von Parathormon 
durch Learner (1) beobachtet worden. Bauer, Aub, Albright (2) zeigten, 
daB Knochentrabeculae durch lange Fiitterung von Parathormon 
leicht vermindert werden. Lambie, Karmack und Harvey (3) fanden bei 
taiglich zehn Einheiten von Parathormon bei einer Ratte nach 21 Tagen 
eine merkliche Steigerung der Trabeculae, gréBere Neigung zu Fraktur 
und verminderten Aschengehalt der Knochen. 

Im vergangenen Jahr fanden wir (4), daB unter dem Einflub 
riesiger Dosen von bestrahltem Ergosterin (Vigantol), das eine starke 
metastatische Verkalkung im Kérper erzeugte, die Phosphatase in den 
Knochen deutlich vermindert war. Es war vermutet worden, daB diese 
Verarmung an normalem Knochenenzym (29, 5, 6, 7) in deutlichem 
Zusammenhang mit der Verschiebung des P-Ca-Gleichgewichts, wie sie 
bei Vigantoliiberdosierung beobachtet wird, stehen. Es wurde kiirzlich 
mitgeteilt (8), daB die Entfernung der Nebenschilddriisen bei Hunden 
den Anstieg des Blut-Ca und -P fast ganz verhinderte, wie er gew6hnlich 
durch bestrahltes Ergosterin erzeugt wird. Diese Ergebnisse sind frag- 
lich (9), aber zurzeit kann fast sicher gesagt werden, daB die Neben- 
schilddriisen wenigstens einen EinfluB auf Ca- und P-Spiegel des Blutes 
haben. 

Nun wollten wir untersuchen, ob das Verschwinden der Knochen- 
phosphatase ein mehr oder weniger allgemeines Begleitphinomen bei 
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der Kalkmobilisierung darstellt oder ob sie an das bestrahlte Ergosterin 
gebunden ist. Wir haben deshalb zur Mobilisierung des Knochenkalks 
Nebenschilddriisenhormon angewandt und untersuchten die Wirkung 
der Entkalkung durch den Gehalt an Knochenphosphatase. In Ver- 
bindung mit den oben besprochenen Resultaten ist es interessant, 
daB es eine wohlbekannte klinische Beziehung zwischen den Er- 
krankungen der Nebenschilddriisen und der Knochen gibt. 

So fanden Bauer (10) und Ritter (11) bei Osteomalacie Hypertrophie 
oder Tumoren der Epithelkérperchen. Lambie (12) beschreibt einen Fall 
von Osteitis fibrosa in Verbindung mit Adenom der Epithelképerchen. 
Es fand sich erhéhtes Blut-Ca (17 mg pro 100 cem) und negative Ca-Bilanz. 
Dawson und Struthers (13) beschreiben ebenfalls solche Fille. Barr, Bulger 
und Dixon (14), Wilder (15), Mandi (16), Gold (17), Duken (18), Boyd, 
Milgram und Stearns (19) haben alle ausgedehntes klinisches Material 
ver6ffentlicht, das eine starke Stiitze fiir die atiologische Rolle der Epithel- 
kérperchen fiir solche Knochenerkrankungen darstellt, die mit Kalk- 
schwund einhergehen. Albright und Ellsworth (20) haben gezeigt, daB nach 
Injektion von Parathormon in einem Falle von idiopathischer Unter- 
funktion der Epithelkérperchen (niedriges Ca, hoher Serum-P) ein Anstieg 
der P-Ausscheidung unmittelbar nachzuweisen ist. 

Aus bisherigen, noch im Gang befindlichen Versuchen glauben wir 
sagen zu kénnen, daB die P-Ausscheidung mit der daraus resultierenden 
Gleichgewichtsverschiebung Ca—P entweder auf Anderung der Aktivitat 
oder der Menge der Blutphosphatase und ihres Substrates (organisch 
gebundener P) zuriickzufiihren ist. 

Albright, Bauer, Ropes und Aub (21) haben gezeigt, daB Parathormon 
anfinglich den Blutphosphorspiegel erniedrigt, aber wenn das Serum-Ca 
iiber eine gewisse Hdéhe steigt, die P-Ausscheidung im Urin abnimmt, 
wihrend der P im Blute steigt. Warkany (22) hat gezeigt, daB bei Uber- 
dosierung mit bestrahltem Ergosterin zwar keine besondere Steigerung des 
Ca, aber eine betrachtliche Zunahme des anorganischen Phosphors im 
Serum stattfindet, wobei nach 48 Stunden eine deutliche Ausscheidung 
von Phosphor im Urin auftritt. . 

Es ist klar, daB die Aktivitaét der Nebenschilddriise innig mit dem 
P- und Ca-Umsatz des Organismus zusammenhangt, daB Erkrankungen 
dieser Driise schwere Knochenerkrankungen erzeugen kénnen. Kay (23) 
hat kirzlich gezeigt, daB bei Osteitis deformans und Osteitis fibrosa die 
Plasmaphosphatase im Gegensatz zu anderen Krankheiten deutlich 
erhéht ist. Diese Ergebnisse sind sehr auffallend und weisen auf die 
engen Beziehungen zwischen Entkalkungsprozessen und Phosphatase 
hin. Ebenso bestehen enge Beziehungen sowohl zwischen Epithel- 
kérperchen und Bestrahlung als auch zwischen Epithelkérperchen und 
bestrahltem Ergosterin. 


Grant und Gates (24) zeigten, daB die Epithelkérperchen bestrahlter 
Kaninchen hypertrophisch waren, und daB das Blut-Ca erhéht war. Higgins 
und Sheard (25) erzeugten Hyperplasie der Epithelkérperchen bei jungen 
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Hiihnern, die in Abwesenheit des ultravioletten Teiles des Sonnenlicht: 
aufgewachsen waren. Lebertran oder direkte Bestrahlung verhinderte di 
H yperplasie. 

Wie oben erwahnt, scheint die Entfernung der Epithelkérperchen 
die Wirksamkeit des bestrahlten Ergosterins herabzusetzen und Uber 
dosierung vermindert die Knochenphosphatase, durch die das Calciun, 
mobilisiert wird. Morgan und Garrison (26) fanden, daB junge Hunde 
die mit kiinstlicher Diaét, die Ca und P im Verhaltnis 1,18 zu 1,64 
aber kein Vitamin D enthielt, geziichtet waren, nur wenig auf Parat 
hormon reagieren. Das Serum-Ca ist nur wenig erhéht und Uberdosie- 
rungssymptome fehlen. Bekommen gleichgeziichtete Hunde bestrahltes 
Ergosterin verabreicht, so zeigen sie dagegen abnorm starke Steigerung 
des Serum-Ca und rasch einsetzende gefahrliche Uberdosierungs- 
erscheinungen. Werden Hunde mit Alkali (Na,CO,) in geniigend groBen 
Dosen zum Alkalisieren des Urins peroral bei Ca- und P-armer Diat mit 
oder ohne Vitamin gehalten, so reagieren sie abnorm stark auf Parat- 
hormon. Ahnliche Behandlung mit NH,Cl hat nur geringe Einwirkung 
auf die Reaktion. Es erscheint somit klar, daB bestrahltes Ergosterin, 
Epithelkérperchen, Hormon, Phosphatase, Siure-Basen-Gleichgewicht, 
Verhaltnis von anorganischem P zu organischem P und Ca miteinander 
in Zusammenhang stehen und daB diese Gruppen von Faktoren beim 
Studium der Knochenerkrankungen und anderer Anomalien des Ca-P- 
Stoffwechsels als ein System betrachtet werden sollten. Es haufen sich 
die Anzeichen, daB die Produkte des bestrahlten Ergosterins sowohl auf 
Grund von chemischen als auch biologischen Tatsachen in antirachitische 
und toxische einzuteilen sind. Nach unseren eigenen Erfahrungen an 
Kaninchen und Ratten, die mit bestrahltem Ergosterin gefiittert worden 
waren, haben wir den Eindruck gewonnen, daB beide Eigenschaften 
nicht parallel gehen. Die Phosphatasewirkung scheint an den Faktor 
gebunden zu sein, der mit der Ca-P-Mobilisierung zusammenhangt. 


Methodik. 


Erwachsene Ratten (15 Monate alt) wurden mit gewéhnlicher 
vollstandiger Laboratoriumskost gefiittert und erhielten geniigend 
Sonnenlicht. Sie erhielten taglich subkutane Injektionen von Parat- 
hormon, und zwar Ratte Nr. 1 und 4 21 Tage je 18 Einheiten 
und Nr. 2 und 3 14 Tage je acht Einheiten. (Wir danken Eli 
Lilly und Co., Indianapolis, U. 8. A., fiir die Uberlassung des ,,Parat- 
hormones.) 


Am Ende der Versuchsperioden wurde den Tieren der Kopf ab- 
geschnitten, die Organe wurden mit Sand zerrieben, mit dem zehnfachen 
Gewicht Wasser versetzt, 48 Stunden bei Zimmertemperatur extrahiert 
(Zugabe einiger Tropfen Chloroform) und durch Watte filtriert. Im 
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Phosphatasegehalt von normalen Ratten, verglichen mit solchen, die mit 
Nebenschilddriisenhormon injiziert sind. 





Nach 2stiind. Hydrolyse Nach 4stiind. Hydrolyse 
Total-P anes: a. 


Organ Anorg. Abgesp. Organ. Anorg. Abgesp Organ. 
P P P P P P 
mg mg mg mg mg Fo mg mg 9/5 
A. 
Lunge . . . | 7,647 0,182 7,465) 0,430 0,248 3,82 0,575 | 0,393 | 5,26 
ae 7,647 0,236 7,411 1,960 1,724 238,27 2,321 2,085 28,18 
ae. 7,831 0196 76385, - — — 0,357 | 0,161 2,10 
Leber ... 7,738 0,274 7464 0399 0,125 167 0389 0,115 1,54 
Knochen . . 7,558 0,200 7,868 1,274 1,074 14,60 1,667 1,467 | 20.08 
Dam... 7,927 0,265 7,662 1,755 1,490 1933 1,969 1,704 | 22,24 
B. 
Niere 7,831 0,267 | 7,564 0,915 ' 0,648 856 1,353 1,086 1435 
Hers. . 7,975 0,190 7,785 0,233 0,043 055 0,292 0,102 131 
Lunge . 7,784 0,166 7618 0,290 0,124 168 0406 0.249 3,15 
Leber 7,692 0,294 7,398 0.406 0,112 1,51 0479 0,185 2,50 
Darm : 7,831 0,394 7,487 2,100 1,706 2294 2.508 2,014 29,08 
Knochen . . 7,647 0,176 7471 1,477 1,801 17,41 2,097 1,921 25,71 
C. 
oa 7,879 0,146 7,733 0,802 0,656 | 849 0,891 | 0,745 9.63 
Leber we 7,647 0,188 7,469 0,382 0,194 2,60 0,528 0,340 4.56 
Herz. . . . | 7,738 0,120 7,618 0,217 0,097 1,27 0,295 0,175 2.29 
Niere 7,647 0,146 7,501 1,667 1,521 2088 2.166 2020 26.93 
Darm ita 7,605 0,129 7,47 — — — 1,300 1,171 15,64 
Knochen . . 7,831 0,078 7,753 2,166 2,088 | 26.90 3,250 3,172 40,91 
D. 
Lunge . . 7,644 0,163 7481 0,591 0,428! 5,72 0,663/0,500 6,68 
Leber 7,735 0,139 | 7,596 0,224 0,085 1,12 0,344 0,205 2,70 
Herz . 7,833 0117 7,716 — = — | 0,250 0,133 1,72 
Niere 7,825 0,328 7497 2166 1,838 | 2452 2,166 1,838 2452 
Darm : 7,735 0,361 7,874 — — —_ a on seat 
Knochen . 7,644 0,270 7,374 1,663 1,393 1889 2.421 2.051 2981 
E. 
Lunge .. . 7,387 | 0,188 | 7,199 0,308! 0120 1,67 0,404 0,216 3,00 
Leber ... 7,263 0,315 7,062 0,353 0,088 0,54 0,359 0,044 0,62 
Sa 7,265 0,134 | 7,181 0,225 0,091 1,28 0,325 0,191 2,68 
Niere . .. 7,927 0,224 7,708 1.444 | 1,220 15,84 2.241 2017 2618 
. ae 8,125 0,857 7,768 2,097 | 1,740 2240 2500 2,143 27,59 
Knochen . . 8,025 0,387 7,688 1,625 1,238 1622 2500 2,113 27,67 
F. 
Lunge.. . 7,602 | 0,222 | 7,380 | 0,305 | 0,083 1,12 0,404 0,182! 247 
Leber ... 7,602 0,382 | 7,270 0,376 0,044 0,61 0,536 0,204 2.80 
a 7,692 | 0,152 7,540 0,205 0,053 0,70 0,307 0,155 205 
Niere ... || 7,558 | 0,265 | ¢,2 0,806 0,541 ' 742 1,353 1,088 14,92 
Darm ; — |0,394' — | 1,665 1,271' — | 2,241 1,847 _— 
Knochen . . 8,098 | 0,230 7,778 1,413 1,183 15,20 2,506 2.276 29,26 
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Phosphatase von Ratten mit Nebenschilddriisenhormonbehandlung. 





| Nach 2stiind. Hydrolyse Nach 4stiind. Hydrolys: 
Total-P Anorg. Organ. — 





Organ I I —_- a el Ong. mane mayer ~~ 
mg mg mg mg mg 0/5 mg mg Oo 
Fi 
a a 7,831 0,133 7,698 | 0,301 0,168 2.19 0,442 0,309 401 
Leber ... 7,879 0,275 7,604 0,361 0,086 113 0,451 0,176 2.32 
Niere ... 8,025 0,192 7,833 0,970 0,778 998 1,625 1,433 1829 
ee 7,738 0,115 7,623 0,151 0.0836 O47 0,173 0,058 0,76 
Damm . « . 8,025 0,265 7,760 1,806 1,541 1986 2166 1.901 2450 
Knochen . . 7,784 0112 7.672 0,793 0.681 S887 1,300 1,188 15.49 
II. 
Lunge... 7,738 0,187 7,561 0.585 | 0.398 | 527 0,714 0.527 6,99 
Leber . . . | 7,831 0,262 14,569 0,422 | 0,160 2,11 0,468 | 0,206 2,72 
Niere ... 7,976 0,820 7,656 1,444 1,124 1469 1,665 1,345 17,57 
re 7,879 0,125 7,754 0,221 0,096 1,24 0,294 | 0,169 2,18 
ae 7,927 0,764 7163 2,600 1,836 25,63 2,826 | 2,062 28.69 
Knochen . . 7,831 0,126 7,705 1,353 | 1,127 14,68 1,413 1,287 16,70 
Gehirn. . . 7,784 O18 7666 0146 0,028 0386 0,161 0,043 0.56 
III. 
Leese... 7,926 | 0,130 9,796 0,303 | 0,173 |) 2,22! 0,422 0,292 | 3,72 
SS ee 7,976 | 0,258 7,718 0.273 0,015 019 0,357 0,099 1,29 
eee ey 8,125 0,159 7,966 1,204 1,045 18,12) 1,711 1,552 19,78 
ae 7,879 | 0,122 7,757 — — — | 0,263 0,141 1,82 
ar 8,074 0,225 7,849 1,300 1,075 18,70 1,667 1,442 1834 
Knochen . . 7,831 0103 7,728 1,757 1,654 2140 2408 2,305 29.80 
Gehirn. . . 7,738 0168 7,670 0,283 0115 1,52 0406 0,238) 314 
IV. 
Lunge . 7,927 0,132 | 7,795 || 0,404 0,272 3,49 | 0,447 0,315 4.04 
Leber 8,125 0,185 | 7,940 0,362 0,177 2.23 0,260 0,075 0.95 
Niere 7,692 0,241 7,461) 1,756 1,515 20,38) 1,625 1,384 18,58 
Herz. 8,025 0,111 | 7,914 0,346 0,231 2,92 0,270 0,159 2.01 
Darm - 7.976 0,361 7,615 }3.419 3,058 4016 2.606 2.239 2940 
Knochen . 8,125 0,148 | 7,977 0,650 0,502 629 1,121 0,973 12.20 
Gehirn . 7,878 0,108 7,770 0,278 0170 219 0,280 0,172 221 


iibrigen wurde die Methode Martland und Robison (27) und Kay (28) 
angewandt. Im wesentlichen besteht sie in der Bestimmung des an- 
organischen P, den der Gewebsextrakt aus tiberschiissigem, gepuffertem 
Natriumglycerophosphat innerhalb zwei und vier Stunden abzuspalten 
vermag [ Neuberg, Karczag und Mandel (29, 30)]. Diese ist in der Tabelle 
als Prozentsatz des organischen P angegeben, der vom Enzym abge- 
spalten wird und deshalb einen MaBstab fiir die Phosphataseaktivitat 
darstellt. 

Die Tabelle zeigt, daB die Knochenphosphatase der Parathormon- 
ratten viel weniger aktiv war als die normaler Tiere. Es scheint jedoch 
keine wesentliche Verainderung der Phosphatase der anderen unter- 
suchten Organe eingetreten zu sein. Wir glauben daher, daB dieser 
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Wirkung des Nebenschilddriisenhormons auf Phosphatase. 2s 


Versuch ein Beispiel der mittelbaren oder unmittelbaren Einwirkung 
eines Hormons auf ein Enzym ist. 


Zusammenfassung, 


1. Es wird gezeigt, da®B Injektion von Parathyroidhormon die 
Aktivitét der Knochenphosphatase von Ratten merklich herabsetzt. 
2. Wir glauben, daB dies eine Stiitze unserer Theorie ist, daB die 
Mobilisierung von Calcium und Phosphor aus Knochen eng mit der 
Phosphatase verkniipft ist, und daB dies weiterhin ein Beispiel der 
mittel- oder unmittelbaren Einwirkung eines Hormons auf ein Enzym ist. 


Wir danken Frl. Reside bestens fiir ihre Hilfe bei der Ausfiihrung 
dieser Arbeit. 
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Beitrige zur Biochemie der Kieselsiure. 


I. Mitteilung: 
EinfluB der Kieselsiure auf das Kérpergewicht wachsender Ratten. 


Von 
M. Koechmann und L. Maier. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Halle.) 


(Eingegangen am 9. Mai 1930.) 


Der einfachste Versuch, um einen Anhalt dafiir zu gewinnen, 
ob eine Substanz einen EinfluB auf den Stoffwechsel ausiiben kénne, 
scheint die Feststellung der Kérpergewichtszunahme noch wachsender 
Tiere zu sein. Jedenfalls hat sich diese Versuchsanordnung bei der 
Priifung der Eisenwirkung bewahrt!. 

In den vorliegenden Versuchen mit Kieselsiure wurde in der 
gleichen Weise vorgegangen. Eine gréBere Anzahl noch nicht ganz 
ausgewachsener, weiBer Ratten wurde mit einem qualitativ gleichen 
Futter (Brot und Trockenmilch) ernahrt, dessen Menge von den Tieren 
beliebig gewahlt werden konnte. In der ersten Versuchsreihe erhielten je 
fiinf Tiere zu dieser Nahrung 15 cem destilliertes Wasser bzw. kieselsaure- 
haltiges Mineralwasser. Auf Veranlassung der Arbeitsgemeinschaft fiir 
wissenschaftliche Heilquellenforschung wurde der Silvanasprudel von 
folgender Zusammensetzung zur Verfiigung gestellt. 


In 1 kg unfiltrierten Wasssers sind enthalten: 





Kationen Anionen 

ne a ee ea 0,0018 a, tae ee 0,0014 
Pr 6 ry ng Fe 0,0131 EE ere Spuren 
_.. eee Spuren | I eP aerere ae 0,0056 
Ammonium ...... Spuren Hydrophosphat ... . 0,0110 
ee ere 0,0160 Hydroarsenat .... . Spuren 
Magnesium. ...... 0,0115 Hydrocarbonat ... . 0,1399 
Perroeim . 0. ww es 0,0083 on, Se ae a ee 0,058 
Ferrieisen — 

Mangan . 0,0006 


Freies Kohlendioxyd 2,439 g. 


1 M.Kochmann und H. Seel, diese Zeitschr. 198, 362, 1928. 
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In einer zweiten Versuchsreihe wurde eine Anzahl Kieselsiure- 
praparate des Handels verfiittert, und zwar Siliquid, eine kolloide 
Lésung von Kieselsiure mit 0,25 °,, SiO,, kolloide Kieselsdure (v. Heyden) 
mit 1°, SiO, und Silistren, o-Kieselsiure-Tetraglykolester mit 18 bis 
20°, SiO,. Die Menge wurde so gewahlt, dab in 15 ccm Fliissigkeit 
der annahernd gleiche Gehalt an Kieselsiure vorhanden war wie in dem 
gleichen Volumen des natiirlichen Mineralwassers. 


Es eriibrigt sich, die Versuche ausfiihrlich wiederzugeben; es sei 
vielmehr nur eine Zusammenfassung angefiihrt, aus der das Ergebnis 
entnommen werden kann. 


I. Versuchsreihe von 57 tdgiger Dauer. 





Durchschnittsgewicht von je 5 Ratten 


mit 1l5eem H,0 15 cem Silvanasprudel 
Pe ea a are I5ig 141,5¢ 
ee ee ee ‘ I8lg 182 ¢ 
Ge OS ae eee 30g 20% 40,5¢'= 29% 
Tagliche Zunahme ......... 0,53 ¢ 0,71 
Verhaltnis der Zunahme ..... . 100 145 
ee er ee eee ae 50 mg 


II. Versuchsreihe von 60tdgiger Dauer. 





Durchschnittsgewicht von je 5 Ratten 


Vergleichstiere Siliquid Koll. SiO. Silistren 
Anfangsgewicht . 85,0 94.0 99,0 92,0 
Endgewicht .. . 148.4 157.8 152.8 139.3 
Zunahme ... . || 63,4 74%, | 63,8 = 68 % | 62,8 = 70%) 47,3 51% 
Tagliche Zunahme 1,06 1,06 1,05 0,79 
Verhaltnis. . . . 109 92 95 69 
SiO, im ganzen . 70 mg 70mg 70mg 


Die beiden Versuchsreihen kénnen selbstverstaindlich nicht ohne 
weiteres miteinander verglichen werden, da die Wachstumsenergie der 
kleineren, jiingeren Ratten der zweiten Versuchsreihe gréBer ist als die 
der Ratten mit hédherem Anfangsgewicht der Reihe I. Ein Vergleich ist 
nur innerhalb derselben Versuchsreihe erlaubt, bei denen das Anfangs- 
gewicht annahernd dasselbe ist. 


In der ersten Versuchsreihe haben die mit Mineralwasser gefiitterten 
Ratten stirker zugenommen als die Vergleichstiere, in der zweiten 
Reihe dagegen hat die Gewichtszunahme der Kieselsaéuretiere nicht die 
der Vergleichstiere erreicht, wenn auch die Tiere, denen Siliquid und 
kolloidale Kieselsiure dargereicht wurde, nahe an die Kontrolltiere 
herankommen. Nur die Silistrenratten zeigen ein starkes Zuriickbleiben 
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des K6érpergewichts, das mit Sicherheit auBerhalb der Fehlergrenze 
liegt. Wenn nun die Tiere, denen das Mineralwasser gegeben wurde 
schneller gewachsen sind als die Vergleichstiere —- die Geringfiigigkeit des 
Uberschusses zugegeben —, so miissen andere Bestandteile des natiir- 
lichen Mineralwassers dafiir verantwortlich gemacht werden. Wir sind 
geneigt, den allerdings auch nicht erheblichen Eisengehalt und méglicher- 
weise die Spuren von Arsen dafiir verantwortlich zu machen. Vielleicht 
ist auch der Kohlensiuregehalt daran schuld, der die Sekretion der 
Verdauungsséfte und die Resorption sowie Ausnutzung der Nahrung 
verbessert. Immerhin wird man aus dem Ergebnis schlieBen diirfen, 
daB der Stoffwechsel wachsender Ratten gerade durch die genannten 
Beimengungen eher im giinstigen Sinne beeinfluBt worden ist. Die 
Kieselsiure selbst besitzt offenbar keine erhebliche Wirkung auf die 
Kérpergewichtszunahme, also das Verhaltnis von Assimilations- und 
Dissimilationsvorgingen. Damit ist natiirlich nicht gesagt, daB sie im 
intermediaren Stoffwechsel keine Rolle spielen kénnte. Hier miiBten 
besondere Versuche einsetzen, um diese Frage zu klaren. 


Zusammenfassung. 


1. Die Kieselsiure iibt in den verfiitterten Mengen bei noch wach- 
senden Ratten keinen EinfluB auf das Kérpergewicht aus. 

2. Die im Silistren in besonderer Bindung vorhandene Kieselsdure 
hat eine Hemmung der Kérpergewichtszunahme wachsender Tiere 
zur Folge. 

3. Die geringe Kérpergewichtszunahme, die nach Verfiitterung 
eines natiirlichen Mineralwassers beobachtet wird, ist mit gréBter 
Wahrscheinlichkeit anderen Beimengungen (Eisen, Kohlensiure usw.) 
zuzuschreiben. 
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Beitriige zur Biochemie der Kieselsiure. 


II. Mitteilung: 
Retention der Kieselsiure im Organismus der Ratten. 


Von 
M. Kochmann und L. Maier. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Halle.) 


(Eingegangen am 9. Mai 1930.) 


Die Ratten, deren K6rperwachstum bei Kieselsiuredarreichung 
Gegenstand der Untersuchung war, wurden nach Beendigung der 
Fiitterung durch Chloroformeinatmung getétet und auf ihren Kiesel- 
siuregehalt untersucht. Es sollte dabei festgestellt werden, ob im ganzen 
Tier eine Retention der Kieselsiure stattgefunden habe, wenn die 
Mengen SiO, gering waren und denen entsprachen, die beim Trinken 
eines kieselsiurehaltigen Mineralwassers vom Menschen aufgenommen 
werden. Die verfiitterten Kieselsiuremengen bewegten sich zwischen 
50 und 70 mg bei einer Versuchsdauer von 57 bis 60 Tagen. Dies wirde 
im Verhaltnis zum Kd6rpergewicht beim Menschen einer taglichen 
Aufnahme von mindestens sechs Liter des verhaltnismaBig starken 
SiO,-haltigen Mineralwassers des Silvanasprudels gleichkommen. Die 
den Ratten dargereichten Mengen sind also vergleichsweise noch sehr 
hoch. 

In der Literatur haben wir iiber Kieselsaureretention am ganzen Tiere 
nur eine Angabe finden kénnen. Breest! gab Mausen 15 Tage lang zu einem 
Grundfutter 90 oder 75mg SiO, als Kieselsiurehydrat bzw. Natrium- 
silikat. Die Gaben waren also wesentlich gréBer als die von uns verfiitterten. 
Unter Beriicksichtigung des Kérpergewichts hatten die Mause Breests 
fast 20mal mehr Kieselsiure in kiirzerer Zeit erhalten als unsere Ratten. 
Breest konnte eine ziemlich hohe Zunahme des Kieselséiuregehalts des 
Mauseorganismus feststellen. 

Im einzelnen gingen wir bei unseren Versuchen folgendermaBen vor : 
Nach Tétung der Tiere wurden die vier oder fiinf zu einer Reihe gehé- 
rigen Tiere zusammen durch einen Fleischwolf zerkleinert, die Frisch- 


1 Breest, diese Zeitschr. 30, 108, 1908. 
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substanz gewogen, auf dem Wasserbade getrocknet und fein zerrieben. 
In dieser Trockensubstanz wurde der Wassergehalt durch weiteres 
Trocknen bei 102° bis zur Gewichtskonstanz bestimmt, dann in einem 
aliquoten Teil das Fett im Soxleth mit Ather extrahiert und quantitativ 
durch Wagung festgestellt. Dann wurde in einem anderen Teil der 
Stickstoff nach Kjedahl bestimmt und nach der tiberaus schonenden 
Methode von Stolte! die Asche hergestellt und bestimmt. 

In der Asche wurde dann die Kieselsiurebestimmung nach den 
Vorschriften vorgenommen, wie sie von H. Schulz? gegeben wurden. 

Auf diese Weise lieB sich aus den gefundenen Zahlen der Wasser- 
gehalt und mithin die Trockensubstanz, der Fettgehalt, der Stickstoff- 
und der Kieselsiuregehalt der Trockensubstanz bzw. der Asche be- 
rechnen. Die Ergebnisse lassen sich aus der Tabelle entnehmen. 

Aus diesen Zahlen ergibt sich: 

1. Der Wassergehalt schwankt zwischen 68 und 72°,,. Ein erheb- 
licher Unterschied zwischen den einzelnen Tieren ist also nicht fest- 
g stellt worden. 

2. Der Fettgehalt ist bei den alteren Tieren der ersten Reihe niedriger 
als bei den jiinger.a der zweiten Reihe. 

3. Die fettfreie Trockensubstanz schwankt zwischen 20 und 23°,. 
Ein charakteristischer Unterschied zwischen gréBeren und kleineren 
Tieren einerseits und kieselsiuregefiitterten Ratten und den Vergleichs- 
tieren andererseits scheint ebenfalls nicht vorhanden zu sein. 

4. Der Stickstoffgehalt der Trockensubstanz, zwischen etwa 
13 und 15 °, sechwankend, lat in keiner Hinsicht etwas Charakteristisches 
erkennen. 

5. Dasselbe gilt im allgemeinen fiir den Aschegehalt der Tiere, 
der in den Grenzen von 14,8 und 17,8 °%, liegt. Der niedrige Wert von 
14,8 der mit Siliquid gefiitterten Ratten diirfte kaum auf das Praparat 
zuriickzufiihren sein, da die mit kolloidaler Kieselsiure, einem ganz 
ahnlichen Praparat, gefiitterten Tiere einen héheren Aschegehalt von 
16°, aufweisen. 

6. Der Kieselsiuregehalt der Trockensubstanz und der Aschegehalt 
ist bei den schwereren, alteren Tieren geringer als bei den leichteren und 
jiingeren Tieren; wenn man die beiden Reihen der Kontrolltiere mit- 
einander vergleicht, so sind die Unterschiede von 14 und 25 mg-°,, der 
Trockensubstanz und 79 und 149 mg-°,, der Asche zu groB, als daB sie in 
die Fehlergrenzen fallen kénnten. Der Befund steht im Einklang mit den 
bekannten analytischen Ergebnissen von Hugo Schulz®, der in den 


1 Stolte, diese Zeitschr. 35, 104, 1911. 
2 H. Schulz, Pfliigers Arch f. d. ges. Phys. 144, 350, 1912. 
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Organen junger Individuen immer eine gréBere Menge SiQ, feststelle:, 
konnte. 

7. Ein Unterschied im Kieselsiuregehalt der mit SiO, (als natiir 
liches Mineralwasser) gefiitterter Tiere der ersten Versuchsreihe im 
Vergleich zu den Kontrollen ist nicht zu erkennen. Es hat also keine 
Retention, keine Anreicherung der SiQ, stattgefunden. 

8. In der zweiten Versuchsreihe zeigen die mit Silistren und viel 
leicht auch die mit kolloidaler Kieselsiure (von Heyden) behandelten 
Tiere eine Anreicherung an SiO,. Warum die Tiere, denen Siliquic 
dargereicht wurde und die schon einen niedrigen Aschegehalt aufwiesen, 
einen geringeren SiO,-Gehalt zeigen, liBt sich nicht entscheiden 
Am ehesten wiirde man daran denken kénnen, daB die kolloidale 
Kieselsiure in Form des Siliquids nicht resorbiert wurde. Jedenfalls 
liegen die héheren Zahlen der Kieselsiure besonders bei den mit Silistren 
gefiitterten Tieren auBerhalb der Fehlergrenzen. 

9. Es ist auf jeden Fall bemerkenswert, daB selbst bei Verfiitterung 
solch geringer Mengen von SiQ,, wie sie in unseren Versuchen zur 
Verwendung kamen, unter Umstanden eine Anreicherung an Kiesel- 
siure im Organismus erzielt werden kann. 


Analysenprotokolle der Kontrollratten der ersten Serie. 


i nes ee oe 8 tk ee eee oe SS ee 
B. Vortrockensubstanz (nach Trocknung aut dem 
Wasserbad) Ti athens. EUs 240,00 ¢ 
C. Rohtrockensubstanz (nach Atherextraktion) . . . 193,00g 
D. Extraktionsriickstand (Fett usw.). . .... . . 47,00g 


I. Trockenbestimmung bei 102°C. 


Einwage: 1. 0,5590 ¢ 2. 0.5387 g Rohtrockensubstanz 
0,1209 g 0,1239 g Wasserverlust 
21,63% 23.0% Mittelwert 22,31°,, 


a) Gesamtwassergehalt der Na®Bsubstanz: 
705,00 g Na®Bsubstanz 
240,00 g Vortrockensubstanz 
465,00 g H,O 
In 193,0 ¢ Rohtrockensubstanz sind noch 22,319, H,O 
43,05 g H,O 
Zusammen 508,05 g Wasser =x 72,05°% 
b) Gesamttrockensubstanz in 705,00 g NaBsubstanz 
193,00 g Rohtrockensubstanz 
43,05 g Wasser, Trockensubstanz = 149,95¢ 
21,2% 
c) Fettgehalt in 705,00 g NaBsubstanz 
47,00 g 6,6° 


Zusammen 99,85°, 
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II. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 


inwage : 1. 0.4740 ¢ 2. 0.4542 g Rohtrockensubstanz 
irgelegt : 50 cem n/10 H,SO, 50 ccm n/10 H,SO, 
titriert: 15.3 cemn/10 NaHO — 16,7 cemn/10 NaOH 
verbraucht : 34,7cem n/10 H,SO, = 33,3. cem n/1l0 H,SO, 
No 00,0486 g 0.0467 g 
13,12% 13,12°, der reinen Trockensubstanz 


Mittelwert 13,12°, 


III. Aschegehaltsbestimmung. 
Kinwage : l. 9,9985 ¢ 2. 9.9765 2 Rohtrockensubstanz 
\sche: 1.3868 g ,3939 g 
17,76°, 17,89°,, der reinen Trockensubstanz 


Mittelwert 17,82°, 


IV. Kieselsdurebestimmung. 


Tiegel leer: l. 16,1461 ¢ 2. 16,1418 ¢ 

Substanz: 16,1538 g 16,1541 ¢ 

SiO, + Filterasche + Verunrein. : 0,0077 g 0,0123 g 

Filterasche : 0,0068 g 0.0110 ¢ 

Verunrein. SiO, Reinsubstanz : 0.0009 ¢ 0.0013 ¢ 
0,0123°, 0,0167°, in der 


Troc kensubstanz 
Mittelwert 0,0145°% 


Verunreinigung an Oxyden usw. durch Abrauchen mit HF. 


Tiegel Verunreinigung: l. 16,1507 ¢ 2. 16,1505 ¢ 
Tiegel leer: 16,1461 ¢ 16,1418 ¢ 
Verunreinigung: 0.0046 g 0.0087 


Analysenprotokolle der Silvanaratten. 


a ee ae a es Se a ee eee 


B. Vortrockensubstanz (nach Trocknung auf dem 
OE EP eer nee, ae eee ee ee 


C. Rohtrockensubstanz (nach Atherextraktion) . . . . 245,00g 


D. Extraktionsriickstand (Fett usw.). ....... . 36,00g 


I. Trockenbestimmung bei 102°C. 


Einwage: 1. 0,5650¢ 2. 0,5262 ¢ Rohtrockensubstanz 
0,1022 g 0,0996 g Wasserverlust 


18,09%, 18,93% Mittelwert 18,51 %, 
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a) Gesamtwassergehalt der NaBsubstanz: 


850,00 g NaBsubstanz 
281,00 g Vortrockensubstanz 


569,00 g H,O 


In 245g Rohtrockensubstanz sind noch 18,51°, H,O 
45,35 g H,O 


Zusammen 


614,35 g Wasser 42,2 


b) Gesamttrockensubstanz in 850,00 g NaBsubstanz 
245,00 g Rohtrockensubstanz 


45,35 
199,65 


c) Fettgehalt in 850,00 


Zz Wasser 
g Trockensubstanz 23,4° 


g NaBsubstanz 


36,00 g Fett 4,2' 


zusammen: 998°. 


Ll. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 


Einwage: 1. 0,5288 g 
vorgelegt: 50cemn/10 H,SO, 
titriert : 4cemn/10 NaOH 
verbraucht: 46,0 cem n/10 H,S0O, 
N; 0,064 g 

14,95% 


2. 0,6564 g Rohtrockensubstanz 
75 cemn/10 H,SO, 
15,2 cem n/10 NaOH 
59,8 com n/10 H,SO, 
0,084 g 
15,65°, der reinen Trockensubstanz 
Mittelwert: 15,30°, 


11. Aschegehaltsbestimmung. 


2. 10¢g 
1,2750 g 
15,65°, der reinen Trockensubstanz 
Mittelwert: 15,58°,, 


IV. Kieselsdurebestimmung. 


Einwage: 1. 10g 
Asche: 1,2653 g 
15,52% 

Tiegel leer: 8 
Substanz: 

SiO, + Filterasche + Ver- 
unreinigung : 
Filterasche — Verunrei- 
nigung: 


SiO, Reinsubstanz: 


16,1424 g 2. 
16,1503 g 


0,0079 g¢ 


0,0067 g 


0,0012 g 
0,015°, 


16,1424 g 
16,1493 g 


0.0069 g 


0,0059 g 
0,0010 g 
0.012%, 

Mittelwert: 0,014°,, 


Verunreinigungen an Oxyden usw. durch Abrauchen mit HF. 


Tiegel + Verunreinigung: 1. 
Tiegel leer: 


Verunreinigung: 


16,1461 g 2. 
16,1424 g 
06,0037 g 


16,1460 g 
16,1434 g 
0,0036 g 


d. r. Trockensubst. 


Einw: 


In 13 


Einwe 
vorgel 
titrier 
verbré 
Ny 

Einwe 
ve rgel 
titrier 
verbré 


N,= 


1 
36,7 g 
substa 








x N 


+ 
pst. 


40 





A. NaBsubstanz 
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Analysenprotokolle der Silistrenratten. 


498,00 ¢ 


B. Vortrockensubstanz (nach Trocknung auf dem Wasser- 


bad) . eet eee a 
C. Rohtrockensubstanz (nach Atherextraktion) 


D. Extraktionsriickstand! (Fett usw.) 


Einwage: 


180.00 ¢ 
132,12 ¢ 


47,88 ¢ 


I. Trockenbestimmung bei 102°. 


0,5070 g Rohtrockensubstanz 
0.1054 g Wasserverlust 


20,79, 20,79% 


a) Gesamtwassergehalt der Na®Bsubstanz: 


498,00 g Nabsubstanz 
180,00 ¢ Vortrockensubstanz 


318,00 g Wasser 


In 132,12 g Rohtrockensubstanz sind noch 20,79°,, Wasser 


27,62 g H,O 


Zusammen 345,62 g Wasser 69,4% 
b) Gesamttrockensubstanz in 498,00 g NaBsubstanz 
132,12 g Rohtrockensubstanz 
27,62 g Wasser 
104,50 g Trockensubstanz 20,98% 


c) Fettgehalt in 


Einwage: 
vorgelegt : 
titriert : 
verbraucht : 
Ny 


Einwage: 
vorgelegt : 
titriert : 
verbraucht: 
N, = 


f. 


2. 


498,00 g NaBsubstanz 
47,88 ¢ Fett 9,61% 


zusammen: 99,99°>) 


II. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 
0,2269 g Rohtrockensubstanz 
50,5 cem n/10 H,SO, 
31,2 cem n/10 NaOH 
19,3cem n/10 H,SO, 
0,027 g 
15,01% 
0,1881 g Rohtrockensubstanz 
50,5ceem n/10 H,SO, 
34,55 eem n/10 NaOH 
15,95 cem n/10 H,SO, 
0,0223 g 
15,019, N, der reinen Trockensubstanz 


Mittelwert: 15,01°% 


1 50 g Rohtrockensubstanz mit Ather extrahiert wiegen nach Extraktion 
36,7 g 
substanz. 


13,3 ¢ Gewichtsverlust 


= 47,88 ¢ Fett fiir 132,12 g Rohtrocken- 
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III. Aschegehaltsbestimmung. 


Einwage: 1. l0g 2. 
Asche: 1.3210 ¢ 
16,68% 


0,9363 g 
16,79°,, der 


7,0284 g Rohtrockensubstanz 


reinen Trockensubstanz 
Mittelwert : 


IV. Kieselsdurebestimmung. 


Tiegel leer: 1. 
Substanz: 

siO, Filterasche 
reinigung : 


Verun- 


16,1403 ¢g 2. 
16,1484 ¢ 


0.0081 ¢ 


16,1400 ¢g 
16,1480 ¢ 


0,0080 ¢ 


Filterasche — Verunreinigung:  0,0051 0,0055 g 
Si O,-Reinsubstanz: 0,0030 g 0,0025 g 
0.0379, 0,0431%, 


Mittelwert : 


Verunreinigung an Oxyden usw. durch Abrauchen mit HF. 


Verunreinigung: 
Tiegel leer: 


Tiegel 


Verunreinigung : 


16,1454 ¢ 
16,1403 ¢g 
0,0051 ¢ 


16,1455 g 
16,1400 ¢ 
0,0055 ¢ 


Analysenprotokolle der Siliquidratten. 


A. NaBsubstanz 


16,73 


0,0405° 


694,00 ¢ 


B. Vortrockensubstanz (nach Trocknung auf dem Wasser- 


eae 


(. Rohtrockensubstanz (nach Atherextraktion) 
D. Extraktionsriickstand! (Fett usw.) 


I. Trockenbestimmung bei 102°. 


0,5392 g 
0.1155 2 
21,45% 


Einwage: 


Rohtrockensubstanz 
Wasserverlust 


a) Gesamtwassergehalt der Na®substanz: 


694,00 ¢ 
265.00 g 
429,00 ¢ 


NaBsubstanz 
Vortrockensubstanz 


Wasser 


In 198,00 g Rohtrockensubstanz sind noch 21,45°, Wasser 


42.57 ¢ 
471,57 g 

b) Gesamttrockensubstanz in 
694,00 g 
198,00 ¢ 
42,57 g 
155,43 g 
694,00 g 


66,25 g 


c) Fettgehalt in 


1 50 ¢ Rohtrockensubstanz mit Ather extrahiert wiegen noch 37.5 g 
12,5 g Gewichtsverlust 


Wasser 


Wasser 


NaBsubstanz 
Rohtrockensubstanz 
W asser 
Trockensubstanz 
NaBsubstanz 

Fett 


Zusammen: 


265,00 2 
198,00 ¢ 


66,25 2 


21,45% 


67,94' 


9,545 


99,75 ' 


66,25 g Fett fiir 198,00 g Rohtrockensubstanz. 


inws 
orge 
titrie! 
verbr: 
No 
Kinws 
vorge 
titrier 
\ erbri 
No 
Einw 
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II. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 


Hinwage : 1. 0,5030 ¢ 


orgelegt : 50,5 cem n/10 H,SO, 
titriert: 11,4cem n/10 NaOH 
verbraucht: 39,1 cem n/10 H,SO, 
Ns 0,055 g 

13.74% 
Einwage : 2. 0,4637 g Rohtrockensubstanz 
vorgelegt : 50,5cem n/l0 H,SO, 
titriert: 14,8 cem n/10 NaOH 
verbraucht : 35,7 ceom n/l0 H,SO, 
No 0,050 g 


13,74%, der reinen Trockensubstanz 
Mittelwert: 13,74°, 


III. Aschegehaltsbestimmung. 


Einwage: 1. l0g 2. 7g Rohtrockensubstanz 
Asche: 1,1095 g 0,8612 g 
14,11% 15,65°, der reinen Trockensubstanz 


Mittelwert: 14,88°,, 


IV. Kieselsdurebestimmung. 


Tiegel leer: l. 16,1138 ¢ 2. 16,1172 ¢ 

Substanz: 16,1188 ¢ 16,1228 g 
Kieselsaure + Filterasche 

Verunreinigung: 0,0050 g 0.0056 g 

Filterasche Verunreinigung 0.0034 g 0.0045 g 

Si O,-Reinsubstanz : 0.0016 ¢ O,00LL g 

0,0204°,, 0,0199°, 


Mittelwert: 0,0201°,, 


Verunreinigung an Oxyden durch Abrauchen mit HF. 


Tiegel -- Verunreinigung: 16,1172 ¢ 16,1217 ¢ 
Tiegel leer: 16,1138 ¢ 16,1172 ¢g 
Verunreinigung: 0,0034 g 0,0045 g 


Analysenprotokolle der mit kolloidaler Kieselsiure gefiitterten Ratten. 


i. shay tS & Sal oo ae oe «= oe Oe 
B. Vortrockensubstanz (nach Trocknung auf dem Wasser- 
A ee ee a ee 
C. Rohtrockensubstanz (nach Atherextraktion) . . . . 184,73¢ 
D. Extraktionsriickstand! (Fett usw.) . eer — — ss 


I. Trockenbestimmung bei 102°C. 


Einwage: 0.5088 g Rohtrockensubstanz 
0.1169 g Wasserverlust 


22,97% 22,97° 


mms? oO 


1 50 g Rohtrockensubstanz mit Ather extrahiert wiegen nach Extraktion 
i 37,7 g 60,27 g Fett in der Gesamtrohtrockensubstanz von 184,73 g. 


‘ 
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a) Gesamtwassergehalt der NaBsubstanz: 
676,00 g Na®Bsubstanz 
245,00 g Vortrockensubstanz 
431,00 ¢ HO 
In 184,73 g Rohtrockensubstanz sind noch 22,179 H,O 
42.46 g H,O 
473,46 ¢ H,O 70,04° 
b) Gesamttrockensubstanz in 676,00 g NaBsubstanz 


184,73 g Rohtrockensubstanz 
42,46¢ H,O 


142,27 g Trockensubstanz 21,04°,, 
c) Fettgehalt in 676,00 g NaBsubstanz 
60,27 ¢ Fett 8,91°, 


zusammen: 99,99°, 


II. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 


Einwage : 1. 0,3539 g 
vorgelegt : 50,5ceem n/10 H,SO, 
titriert : 22,0cem n/10 NaOH 
verbraucht : 28,5cem n/1l0 H,SO, 
N, 0,040 g 

14,66% 
Einwage: 2. 0,2726 g Rohtrockensubstanz 
vorgelegt : 50,0 cem n/10 H,SO, 
titriert: 28,5cem n/10 NaOH 
verbraucht : 22,0 cem n/10 H,SQ, 
N, 0,031 g 


14,66°%, der reinen Trockensubstanz 
Mittelwert: 14,66°, 


III. Aschegehaltsbestimmung. 


Einwage: 1. 10,00 ¢ 2. 7,00 ¢ Rohtrockensubstanz 
Asche: 1,1930 g 0,8916 g 
= 15,49% = 16,54% der reinen Trockensubstanz 


Mittelwert: 16,01°, 


IV. Kieselsdurebestimmung. 


Tiegel leer: 1. 16,0823 g 2. 18,0825 g 

Substanz: 16,0888 g 16,0880 g 
SiO, + Filterasche + Verun- — 

reinigung : 0,0065 g 0,0055 g 

— Filterasche — Verunreinigung: 0,0042 ¢ 0,0040 g 

Si O,-Reinsubstanz : 0,0023 g 0,0015 g 

0,0299% 0,0273% 


Mittelwert: 0,0286°, 
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Verunreinigung (Oxyde usw.) durch Abrauchen mit HF. 


Piegel Verunreinigung: 16,0865 2 16,0865 2 
riegel leer: 16.0823 ¢ 16,0825 ¢g 
Verunreinigung: 0.0042 ¢ 0.0040 ¢ 


Kontrollratten der zweiten Serie. 


SS, kc ee ae ee ee So Rew se os « Re 
B. Vortrockensubstanz (nach Trocknung aut dem Wasser- 
Ee i a ea 
C. Rohtrockensubstanz (nach Atherextraktion) . . . . 182,40¢g 
D. Extraktionsriickstand! (Fett usw.) . . . . . . . . 457,70¢ 


I. Trockenbestimmung bei 102°C. 
Kinwage : 0.5012 g Rohtrockensubstanz 
0.1282 g Wasserverlust 


25,575 25,5 


a) Gesamtwassergehalt der NaBsubstanz: 
671,00 g NabBsubstanz 
240,00 g¢ Vortrockensubstanz 
431,00 g H,O 
In 182,40 ¢ Rohtrockensubstanz sind noch 25,27°,, Wasser 
46,64 ¢ 
zusammen: 477,64 g¢ H,O 71,78% 
b) Gesamttrockensubstanz in 671,00 ¢ NaBsubstanz 
182,40 g¢ Rohtrockensubstanz 
46,64 g Wasser 
135,76 g Trockensubstanz 20,23%, 
ce) Fettgehalt in 671,00 g NaBsubstanz 
57,6 g2 Fett 8,58°% 


zusammen: LOO,59°,, 


II. Stickstoffbestimmung. 


Kinwage: l. 0.2933 2 2. 0,2592 g Rohtrockensubstanz 
an Ammoniak gebun- 
dene Schwefelsaure : 23,03 com 20,80 com 
Stickstofft : 0,0322 g 0,0291 g 
14,78% 15,10% 


Mittel in der reinen Trockensubstanz 14,94°, 


III. Aschebestimmung. 


Einwage: 1. 10,0000 ¢ 2. 7,0000 g Rohtrockensubstanz 
Asche: 1,2488 ¢ 0,8351 ¢ 
16.78%, 16,03, 


Mittelwert in der reinen Trockensubstanz 16,46°, 


' 50 g Rohtrockensubstanz mit Ather extrahiert wiegen nach Extraktion 
38,0 g. In 182,40 g Rohtrockensubstanz 57,60 g¢ Extrakt. 
Biochemische Zeitschrift Band 223. 16 
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K ieselsdurebestimmung. 


. 


Verunreinigung: 


SiO,-Reinsubstanz : 


Verunreinigung (Oxyde usw.) durch Abrauchen mit HF. 


Verunreinigung: 


Verunreinigung: 
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Beitrige zur Biochemie der Kieselsiure. 


lll. Mitteilung: 


EinfluB der Kieselsiiture auf die Elastizitat des Bindegewebes. 


Von 
M. Kochmann und L. Maier. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Halle. 


(Eingegangen am 9. Mai 1930.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Besonders durch die Untersuchungen von Hugo Schulz', aber auch 
die von Gonnermann?, einem Schiiler Koberts, wissen wir, dab die 
Kieselsaure ein normaler Bestandteil des menschlichen Organismus ist. 
Schulz hat gezeigt, daB die Kieselsiure besonders im Bindegewebe 
vorkommt, und zwar im jiingeren Bindegewebe in gréBerer Menge als in 
dem alterer Individuen. Er schloB daraus, daB die Kieselsiure ein 
wesentlicher Bestandteil des Bindegewebes sei. Welche Aufgabe die 
Kieselsaure im Bindegewebe zu erfiillen habe, dariiber sind nur Ver- 
mutungen ausgesprochen worden. Von den genannten Autoren und von 
Kiihn® ist die Ansicht gediubert worden, daB8 in pharmakologischer 
Hinsicht die Kieselsaure fiir das Bindegewebe etwa dieselbe Bedeutung 
hitte wie das Eisen fiir die roten Blutkérperchen, also gleichzeitig 
eizstoff fiir die Bildung und Aufbaumaterial des Gewebes darstellt. 

Ob die Kieselsiure imstande ist, die Eigenschaften des Bindege- 
webes zu verandern, oder mit anderen Worten: ob sie fabbare pharma- 
kologische Wirkungen auf das Bindegewebe ausiiben kénne, ist unseres 
Wissens bisher noch nicht Gegenstand der Forschung gewesen. 

Aus diesem Grunde wurden die vorliegenden Versuche unternommen, 
die zeigen sollten, ob eine wesentliche Figenschaft des Bindegewebes, 


lH. Schulz, Pfliigers Arch. 89, 112, 1902; 181, 447, 1910; 144, 346, 1912. 
Miinch. med. Wochenschr. 1902, Nr.-11l, Sonderdruck. 


9 


2M. Gonnermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 99, 255, 1917; diese 
Zeitschr. 94, 165, 1919. 
3 4. Kiihn, Die Kieselsiure. Stuttgart 1926. 
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namlich die Elastizitat, sich unter Einwirkung der Kieselséure andery 
kénne. Als Kieselsiurepraparat wurde eine kolloidale Kieselsdure unc 
als Versuchstier die weibe Maus gewahlt. 


In der ersten Versuchsreihe wurde aus der Riickenhaut der Maus ei) 
4,.5¢m langes Stiick von 1 cm Breite herausgeschnitten und dieses de: 
Lange nach in zwei Teile von je '.cm Breite zerschnitten. Das eine 
Stick wurde nunmehr in Warmbliiterringerlésung gebracht, das andere 
in eine Lésung der kolloidalen Kieselsiure von 5 mg-°., in Ringerlésung 
Beide Stiicke, sowohl die in Ringerlésung wie in Kieselsdureringe: 
losung, wurden nach drei Stunden auf ihre Elastizitat untersucht 
Zu diesem Zwecke wurde die Haut der Lange nach in Anlehnung an die 
bekannte Magnussche Versuchsanordnung aufgehangt, wie man einen 
isolierten Uterus oder Darm zu praparieren pflegt, d. h. das untere 
Ende wurde an ein rechtwinklig gebogenes Glasrohr befestigt, das obere 
Ende mit einem kraftigen Schreibhebel verbunden (wir benutzten dazu 
die Hebelvorrichtung des Mangold schen Sklerometers) und der Hebel so 
belastet, daB der Faden gerade angespannt wurde und das Gewicht der 
Haut durch die Belastung ausbalanciert war. Darauf wurde der Hebel 
wagerecht gestellt. Die Haut befand sich in einem GefaiB mit Ringer- 
lésung, durch die aus einem Gasometer Sauerstoff hindurchperlte. 
Das GefiB wiederum stand in einem Wasserbad, dessen Temperatur 
durch Flamme und Thermoregulator auf 37° eingestellt war. Nun wurde 
die Haut durch Belastung des Schreibhebels gedehnt, und zwar fanden 
in den einzelnen Versuchen verschiedene Gewichte Anwendung: sie 
schwankten zwischen 5 und 100g. Die Haut wurde dann fiinf Minuten 
lang der Dehnung durch das Gewicht von 5 g ausgesetzt und darauf das 
Gewicht entfernt. In den nachsten fiinf Minuten blieb das Hautstiick 
entlastet; dann wurde die Belastung mit 10, 15g usw. in derselben 
Weise vorgenommen, also fiinf Minuten lang Belastung, fiinf Minuten 
Entlastung. Die Langenverinderungen wurden auf ein Kymographion 
aufgeschrieben und gaben ganz charakteristische Kurven. 


Auf diese Weise lieB sich die Dehnungs- oder Zugelastizitat messen. 
die im geraden Verhaltnis zur Lange steht und umgekehrt proportional 
der Breite ist. Da diese MaBe immer so gleich gewihlt wurden, wie das 
bei einem so komplizierten Gebilde wie die Haut nur irgend mdéglich ist, 
so wurden diese Verhaltnisse nicht mehr besonders_ beriicksichtigt. 
Wir haben auch auf eine genaue mathematische Auswertung der Kurven 
verzichtet, da wir uns bewuBt waren, daB eine solche doch nicht voll- 
kommen méglich ist. 


Es kann gar keinem Zweifel unterliegen, daB die Zahlen, die aus dem 

Kurvenmaterial gewonnen wurden, verhaltnismaBig rohe Angaben sind, 
. oe . % . ee 

sie geniigen aber nach unserer Auffassung doch, um einen Uberblick iiber 
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die Unterschiede zwischen den Hautstiicken, die in Ringerlésung bzw. in 
Kieselsaurelésung sich befanden, festzustellen. 


Aus den Kurven laBt sich entnehmen, daB durch die Gewichte eine 
Dehnung, nach T'riepel! eine elastische Verschiebung, zustande kommt, 
die augenblicklich oder fast augenblicklich einsetzt. Dieser folgt in den 
fiinf Minuten der Belastung eine elastische Nachwirkung. Bei Entlastung 
geht die Kurve wieder in die Héhe, d. h. die Haut ,,schnurrt** zusammen, 
und zwar kann man an der Kurve wiederum eine fast augenblickliche 
Wirkung bei Fortnahme des Gewichts und eine Nachwirkungsver- 
schiebung feststellen. Auf allen Kurven ist zu sehen, daB nach der 
Dehnung je nach dem Gewicht in verschiedenem Grade eine bleibende 
Anderung zustandekommt. Die Haut und damit der Hebel gehen also 
trotz Entlastung nicht in die Ausgangsstellung zuriick. 


Bei den Hautstiicken nun, welche in der Kieselséurelésung gelegen 
haben, ist einmal die Dehnung durch das Gewicht nicht so groB wie bei 
den Hautstiicken, die sich in Ringerlésung befanden. Des ferneren aber 
erkennt man, dab die elastische Nachwirkung nicht denselben Grad 
erreicht und da® bei der Entlastung die Kurve sich der Ausgangsstellung 
wieder besser nahert. Wesentlich fiir die Beurteilung der Elastizitat des 
Gewebes ist der Elastizitatsmodul, der nach T'riepel direkt proportional 
der Kraft und umgekehrt proportional der Veranderung ist, also 

Kraft 
k : - Der Elastizitatsmodul ist zweifellos unter dem 
Veranderung 
KinfluB der Kieselsiure gréBer geworden; die Elastizitat, weit davon 
entfernt, eine vollkommene zu sein, hat sich dieser doch mehr genahert 
als die der Hautstiicke, die sich in Ringerlésung befanden. Siehe die 
Tabellen I und IT.) 


Tabelle T. 





Vergleich Kieselsiure R. L Kieselsiure injiziert 
Gewicht 

Dehnung EK K Dehnung E K Dehnung : kK 

g em v em 1 em 
5 6 0,83 2 2,5 1 5,0 
10 15 0.67 5 2.0 3 3,3 
15 21 0.71 +] 1,67 6 2.5 
20 28 0,71 13 1,5 7 2.86 
30 35 0.85 24 1.25 14 1,25 
50 445 1,09 39 1,28 17 2,94 

Durchschnitt : 
21,7 25,2 0.71 15.3 1.71 8 2.98 


1H. Triepel, Kintiihrung in die physikalische Anatomie. Wiesbaden 
1902. 
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Tabelle IT. 








Vergleich Kieselsdure R. L Kieselsiure injiziert 

a . = ” ee oe ; 

= Ei = {= ; = oe 5 

Z = x 5 = x 3 S 

uv 0 0 

5 17 11 6 13 11 2 11 10) l 
10 31 16 1§ 22 17 5 20 17 3 
15 39 18 21 34 25 i) 29 23 6 
20 53 22 28 43 30 13 37 30 7 
30 62 27 35 59 35 24 48 é l 
50 81 35 46 85 46 39 58 41 17 

Durchschnitt : 

21,7 46,7 21,5 25,2 42.7 27,3 15,4 33,8 | 25,8 8,0 








a ee | a a 

70 20 30 40 g 50 

Abb. 1. 

Abszissenzahlen geben die Belastung, Ordinate die prozentischen Anderungen an. a Dehnungs 
kurve bei Belastung, a, blejbende Dehnung bei Entlastung der Hautstiicke der normale: 
Miuse, 6, by das gleiche von Hautstiicken, die in SiO, drei Stunden lang gelegen hatten, 
c,¢, von Hautstiicken der Miuse, die SiO, subkutan erhalten hatten. Durchsehnittszahlen von 
15 Versuchen. 


Gegen diese Versuche, die zeigen, dab eine verhaltnismabig kurze 
Einwirkung der kolloidalen Kieselsiure geniigt, um eine mebbare 
Elastizitatsveranderung herbeizufiihren, kénnte man einwenden, dab 
das Kolloid als solches wirksam gewesen ist. Deshalb wurde in einer 
zweiten Versuchsreihe Mausen kolloidale Kieselsaure subkutan injiziert, 
und zwar 8 und 14 Tage 2,5 mg taglich. Darauf wurden sie getétet und 
die Haut wiederum so prapariert, wie in der ersten Versuchsreihe 
auseinandergesetzt ist. Das Ergebnis war qualitativ gleich, quantitativ 
noch deutlicher als in der ersten Versuchsreihe, wie aus der zusammen- 
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EinfluB der Kieselsiure auf die Elastizitat des Bindegewebes. 








fassenden Kurve und den Zahlen (Tabelle | und IL) hervorgeht. Besonders 


charakteristisch ist die erhebliche Zunahme des Elastizitatsmoduls, 
Die Elastizitat der Haute der Kieselsiuremause nahert sich also bei 
weitem mehr der vollkommenen Elastizitat als die der Vergleichstiere. 





Abb. 2 


Maus 4. Riickenhaut 3 Std. lang in Ringerlésung 





Abb. 3. 
Riickenhaut derselben Maus. 3 Std. lang in kolloid, Kieselsdure 


Erérterung. 

Bisher wurde aus der Tatsache, daB die Kieselsiure im Bindegewebe 
und zwar im jungen Bindegewebe mehr als im alten gefunden wurde, 
der SchluB gezogen, daB sie eine gewisse Bedeutung fiir das Bindegewebe 
hatte. So einleuchtend diese SchluBfolgerung ist, so liefern die analy- 
tischen Zahlen an und fiir sich doch noch keinen biindigen Beweis hierfiir ; 
denn es ware nicht vollkommen ausgeschlossen, daB die Kieselsiure aus 
irgend einem uns nicht naher bekannten Grunde im Bindegewebe 
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angereichert ist, aber fiir die Funktion keine Bedeutung besitzt. Wi 
glauben durch die vorliegenden, noch nicht sehr zahlreichen Versuche, 
die noch an anderem Gewebe und bei anderer Dosierung fortgesetzt 
werden sollen, den Anfang eines Beweises geliefert zu haben, daB die 
Kieselsiure tatsichlich auf eine sehr wesentliche Eigenschaft des 
Bindegewebes, nimlich auf die Elastizitat, einen férdernden Einflu’ 
ausiiben kénne. 
Zusammenfassung, 

1. Die Elastizitat gemessen an den elastischen Verainderungen 
bei Dehnung und Entlastung gleich grober Stiicke der Haute 
weiBber Mause wird durch Einlegen in Kieselsiurelésung erhéht. Der 
Elastizitatsmodul ist deutlich vergréBert. 

2. Gleich groBe Stiicke der Haut weiBer Mause, die Kieselsiure 
lingere Zeit subkutan erhalten hatten, zeigen eine grébere Elastizitat 
als die Priparate der Vergleichstiere. 

3. In beiden Fallen sind die augenblickliche Elastizitatsverschiebung 
und die elastische Nachwirkung geringer: die augenblickliche elastische 
Verkiirzung und die elastische Verkiirzungsnachwirkung gréBer. Der 
Elastizitatsmodul FE maats nimmt zu. 

Veranderung 

Dadurch ist ein erster Versuch gemacht worden, die Wirkung der 
Kieselsiure auf das Bindegewebe auf experimentell pharmakologische 
Grundlage zu _ stellen. 
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